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Riassunto 
La sostituzione di specie (aliud pro alio) è tra le frodi più frequenti nel settore della pesca. Le 
implicazioni connesse a questo tipo di frode possono essere sia di natura commerciale che di natura 
sanitaria. Per questo motivo, risulta di fondamentale importanza verificare l’identità del prodotto 
per garantire le regole sulla rintracciabilità, salvaguardare i diritti del consumatore e contrastare la 
pesca illegale. Uno dei prodotti della pesca di maggior pregio soggetto a tali frodi è la rana 
pescatrice (Lophius spp.), il cui genere di appartenenza è costituito da sette specie molto simili, 
alcune delle quali, di minor valore commerciale, possono essere sostituite a quelle più pregiate. 
Tale possibilità è facilitata dalle modalità di preparazione alla vendita (spellato, decapitato, tranci, 
filetti, bocconcini, etc.), che rendono inapplicabile il riconoscimento di specie attraverso l’utilizzo 
di chiavi dicotomiche su base morfologica. In tal caso, è necessario ricorrere a metodiche di 
laboratorio tra cui quelle che si basano sull’analisi del DNA, considerate ad oggi l’approccio 
d’elezione. In questo lavoro sono state sviluppate due metodiche di PCR multiplex per la 
discriminazione delle specie di Lophius: una con protocollo end-point e l’altra con protocollo real-
time con analisi della curva di melting post amplificazione. Il gene che codifica il citocromo b 
(cytb) è stato scelto come target per il riconoscimento specie-specifico, mentre il gene che codifica 
per la citocromo b ossidasi I (COI) per il controllo positivo genere-specifico. Entrambi i metodi 
sono stati testati su 75 campioni di riferimento e la specificità è stata valutata su 20 campioni di 
specie comunemente presenti sul mercato e su altre specie della famiglia Lophiidae. Le metodiche 
analitiche sviluppate hanno comportato un miglioramento rispetto a quelle già esistenti per 
identificare le specie del genere Lophius in termini di costi, rapidità e semplicità di esecuzione. 
 
Parole chiave: frode per sostituzione, identificazione di specie, Lophius, PCR multiplex, PCR end 
point, PCR real time. 
 
Abstract 
Market globalization and rising in international trade and seafood consumption have led to the 
increase of frauds in the fish sector. The effects of  species substitution (aliud pro alio) may entail 
economic loss, health hazards and illegal trade of protected species. In order to ensure traceability, 
to protect consumers’ rights and health and to contrast illegal fishing, species authentication has 
become a major issue in food inspection. Anglerfish (Lophius sp) is a valuable product and an 
important economic resource being appreciated and consumed worldwide. Since the seven species 
belonging to this genus  have different commercial value, they are often fraudulently interchanged 
especially after peeling, slicing and filleting, which cause the loss of distinctive morphological 
characteristics. In this case, alternatives techniques to morphological recognition are being 
developed and nowadays the DNA based analysis is considered the method of choice for species 
authentication. In this study, two multiplex polymerase chain reactions (PCR) based on 
mitochondrial genes, one end-point and one real-time with melting curve post-amplification 
analysis, were developed for the discrimination of the seven Lophius species. The cytochrome b 
gene (Cytb) was targeted for the species-specific identification and the cytochrome b oxidase I gene 
(COI) was targeted as positive control for genus specific identification. The two methods were 
tested on 75 reference samples. Their specificity was checked in 20 more species among those most 
commonly available on the market and on other species of the Lophiidae family. Both methods 
brought advantages with respect to already existing methods for Lophius species identification in 
terms of rapidity, costs, and easiness of execution. 
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Il settore della pesca e dell’acquacoltura ha un ruolo essenziale nell’economia comunitaria 
e nazionale e ha subito negli ultimi decenni una continua evoluzione. La produzione 
complessiva della pesca da cattura e da acquacoltura, dal valore di circa 130 miliardi di 
dollari, è stata nel 2012 pari a 158 milioni di tonnellate: circa 10 milioni di tonnellate in più 
rispetto al 2010. La crescita del settore ittico è legata alla globalizzazione e all’apertura di 
nuovi canali per gli scambi commerciali ai paesi in via di sviluppo che favoriscono 
l’immissione nel mercato di specie prima assenti. L’aumento delle importazioni e la vasta 
diversificazione dell’offerta espone il settore ittico, più facilmente rispetto ad altri comparti 
produttivi, a frodi commerciali da sostituzione di specie (aliud pro alio): moltissime specie 
d’importazione vengono sostituite con quelle autoctone, spesso di maggior pregio. La 
sostituzione comporta sempre un danno di natura commerciale e talvolta può 
pericolosamente essere associato ad un danno di tipo sanitario, come nel caso di 
sostituzione con specie alloctone potenzialmente tossiche (pesce palla per rana pescatrice). 
Pertanto, per garantire la sicurezza alimentare risulta di fondamentale importanza la 
corretta identificazione di specie, che nei paesi dell’Unione Europea è basata sul 
riconoscimento di caratteristiche morfologiche secondo le chiavi dicotomiche proposte 
dalla FAO. Questo metodo risulta però di difficile applicazione nel caso di prodotti 
lavorati, che nel settore ittico costituiscono un’elevata percentuale di tutto il prodotto 
consumato, in quanto anche in questo comparto è aumentato il consumo di convenience 
food, prodotti pronti da cuocere o da mangiare, presentati frequentemente in forma di 
filetti, bocconcini, tranci, crocchette, etc. e che hanno perso di conseguenza le 
caratteristiche morfologiche che permettono di identificare la specie di appartenenza. Al 
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fine di garantire una corretta identificazione anche in questi prodotti, sono state messe 
appunto numerose tecniche analitiche, tra le quali, quelle che si basano sull’analisi degli 
acidi nucleici (DNA-based methods). Tra queste metodiche, in particolare la PCR 
multiplex si è rivelata una delle tecniche maggiormente utilizzate a causa della rapidità e 
della semplicità d’esecuzione. Essa permette, infatti, di identificare più di una specie con 
una singola reazione di amplificazione.  
Fra i prodotti della pesca maggiormente soggetti a frodi per sostituzione, si annoverano 
quelli appartenenti al genere Lophius, comprendente sette specie molto simili fra loro, 
conosciute come rana pescatrice. Le grandi dimensioni e la particolare morfologia 
favoriscono la commercializzazione di questi pesci come prodotti già decapitati e spellati, 
facilitando le frodi aliud pro alio intragenere. Questo tipo di frode, oltre che dalla perdita 
delle caratteristiche morfologiche, è favorito anche dal differente valore commerciale delle 
diverse specie all’interno dello stesso genere.  
In questo lavoro è stata messa a punto una tecnica molecolare rapida ed efficiente di PCR 
multiplex per distinguere tutte le sette specie appartenenti al genere Lophius. 
 
1- Il settore della pesca in Italia e nel mondo 
1.1- Quadro generale 
La pesca e l’acquacoltura hanno un ruolo importante nell’economia mondiale, tanto che la 
produzione mondiale di pesce è aumentata, secondo il rapporto della FAO del 2014, con un 
tasso medio annuo del 3.2% negli ultimi cinquanta anni (Figura 1). 
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Figura 1- Produzione mondiale della pesca e dell’acquacoltura dal 1950 al 2012 (milioni di tonnellate). (The 
State of World Fisheries and Acquaculture 2014, FAO).  
Anche il consumo di pesce è aumentato notevolmente: si è passati, infatti, da una media 
annua di 9.9 kg/pro capite nel 1960 ad una media annua di 19.2 kg/pro capite nel 2012. Il 
pesce rappresenta un’importante fonte di energia, proteine e di una serie di nutrienti 
essenziali, coprendo in media il 17% del fabbisogno proteico della popolazione globale, 
con picchi che possono raggiungere il 70% in alcuni paesi costieri o insulari (FAO 2014). 
L’enorme sviluppo di questo settore è dovuto a diversi fattori, fra cui l’aumento della 
popolazione mondiale, dei redditi e dell’urbanizzazione, che facilitano l’apertura di canali 
di distribuzione più efficienti e una forte espansione nella produzione del settore ittico. La 
Cina è il principale responsabile dell’incremento della produzione, in quanto ha 
drasticamente aumentato le proprie attività di pesca ed, in particolare, di acquacoltura. 
Attualmente, i prodotti del settore ittico ammontano a circa 158 milioni di tonnellate, delle 
quali 91.3 sono riferite al pescato in mare e 66.6 ai prodotti di acquacoltura. Nel 2011, in 
particolare, la quantità mondiale di pescato ha avuto un picco di 93.7 milioni di tonnellate, 
superata solo dal picco di 93.8 milioni di tonnellate raggiunta nel 1996 (FAO, 2014). 
In questo contesto di crescita, però, si inseriscono le problematiche relative alle frodi, 
eventi volontari o involontari che sono spesso associati a meccanismi di varia natura che 




1.2- Problematiche di settore 
1.2.1- Pesca illegale, non dichiarata e non regolamentata (INN) 
Le frodi che interessano il primo anello della filiera, nel caso della pesca, riguardano 
l’Illegal, Unreported and Unregolated fishing, da cui l’acronimo IUU, vale a dire la pesca 
illegale, non dichiarata e non regolamentata (INN), che costituisce una grave minaccia sia 
per l’ecosistema che per la salute pubblica che per il libero commercio, con ricadute 
orizzontali, dalla cattura alla commercializzazione e utilizzazione da parte del consumatore 
finale. È noto che questo tipo di pesca è aumentato negli ultimi 20 anni, ma non è possibile 
effettuare una stima precisa del suo impatto sul mercato, a causa della sua natura dinamica 
e soprattutto clandestina. Stime approssimative indicano che la pesca illegale, non 
dichiarata e non regolamentata produce 11-26 milioni di tonnellate di pesce ogni anno, per 
un valore di 10-23 miliardi di dollari (FAO 2014). 
La INN provoca gravi danni non solo dal punto di vista economico, attuando distorsioni 
nella concorrenza e sfavorendo la pesca regolamentare, con conseguente nocumento ai 
pescatori e alla comunità costiera, soprattutto nei paesi di sviluppo, ma depaupera anche gli 
stock ittici e danneggia fortemente l’ecosistema distruggendo gli habitat marini.  
Per questi motivi la Comunità Europea ha emanato il Regolamento (CE) n. 1005/2008 del 
29 settembre 2008 che istituisce un regime comunitario per prevenire, scoraggiare ed 
eliminare la pesca illegale, non dichiarata e non regolamentata (regolamento INN) ed il 
Regolamento (CE) n. 1010/2009 del 22 ottobre 2009, recante modalità di applicazione del 
regolamento suddetto. Secondo questi regolamenti si presume che un peschereccio sia 
impegnato nella pesca INN se ha svolto attività, considerate infrazioni gravi, tra le quali: 
 la pesca senza il possesso di una licenza, di un’autorizzazione o di un permesso in 
corso di validità (rilasciato dallo Stato di bandiera o dallo Stato costiero 
competente); 
 il non rispetto degli obblighi in materia di registrazione e dichiarazione dei dati 
relativi alle catture o dei dati connessi; 
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 la pesca in una zona di divieto o durante un periodo di divieto, senza disporre di un 
contingente o dopo aver esaurito il contingente o al di là della profondità 
consentita; 
 la pesca diretta di uno stock per il quale essa è stata sospesa o vietata; 
 l’utilizzo di attrezzi da pesca non autorizzati o non conformi; 
 l’imbarco, il trasbordo o lo sbarco di pesci di taglia inferiore alla taglia minima in 
violazione della normativa in vigore.  
La gravità dell’infrazione in questione è determinata dall’autorità competente dello Stato 
membro, tenendo conto di criteri quali il danno arrecato, il suo valore, la portata 
dell’infrazione o il suo ripetersi. Per assicurare che in tutti gli Stati membri venga applicato 
il regolamento, l’Unione Europea ha predisposto il divieto di importazione nella Comunità 
dei prodotti che provengono da pesca INN. Per questo motivo, ai fini dell’applicazione di 
questo divieto, possono essere importati solo i prodotti che sono accompagnati da un 
certificato di cattura conforme al regolamento. Il certificato di cattura è convalidato dallo 
Stato di bandiera del peschereccio o dei pescherecci che hanno effettuato le catture da cui 
sono stati ottenuti i prodotti della pesca. Esso è utilizzato per certificare che le catture siano 
state prelevate in conformità delle leggi, dei regolamenti e delle misure internazionali di 
conservazione e di gestione e deve accompagnare i prodotti della pesca lungo tutta la 
catena dell’approvvigionamento in modo da facilitare i controlli. Nel certificato di cattura 
sono presenti numerose informazioni (tra le quali i dati del peschereccio e del comandante, 
descrizione del prodotto, numero della licenza di pesca etc.) e queste informazioni devono 
sempre essere convalidate da un’autorità pubblica dello Stato di bandiera abilitata ad 
attestare l’esattezza delle informazioni. 
Con il successivo Regolamento (CE) n° 1224 del 29 novembre 2009, entrato in vigore già 
dal 2010, l’Unione Europea fa in modo di garantire il rispetto delle norme sulla pesca in 
tutti gli Stati membri e mette in atto i controlli e gli strumenti necessari per assicurarne 
l’applicazione. Il sistema di controllo è finalizzato a garantire, tra le altre cose, che siano 
catturati solo i quantitativi di pesce autorizzati e che i prodotti della pesca siano tracciabili 
e controllati in tutte le fasi del ciclo di approvvigionamento. Per ottenere un sistema di 
verifica efficiente ogni organo di controllo dovrebbe applicare le norme con la stessa 
modalità. A questo proposito, ogni stato membro deve uniformare il proprio sistema di 
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sanzione con quello proposto dall’UE in caso di violazione. Tutti i paesi devono, infatti, 
includere nella loro legislazione delle sanzioni efficaci a dissuadere dalle violazioni e ad 
ottenere il rispetto delle norme.  
 
1.2.2- Frodi: contesto e tipologie 
Per quel che riguarda le fasi successive della filiera, i protagonisti principali dell’attuazione 
delle frodi sono gli OSA, operatore del settore alimentare, inteso ai sensi del Regolamento 
(CE) n°178 del 2002 come “la persona fisica o giuridica responsabile di garantire il 
rispetto delle disposizioni della legislazione alimentare nell'impresa alimentare posta sotto 
il suo controllo”su di essi ricade la responsabilità nel caso in cui non vengano rispettate gli 
obblighi in materia di commercio e produzione degli alimenti (Meazza, 2012). Spetta agli 
OSA difatti garantire che nelle imprese da essi controllate, gli alimenti o i mangimi 
soddisfino le disposizioni della legislazione alimentare, inerenti alle loro attività in tutte le 
fasi della produzione, della trasformazione e della distribuzione e verificare che tali 
disposizioni siano soddisfatte.  
Le cause che portano a perpetrare la realizzazione delle frodi sono numerose (Rea, 2012), 
ma tra le principali troviamo sicuramente: 
 la speranza di un rapido profitto; 
 l’evoluzione delle conoscenze scientifiche e tecnologiche che consente di mettere 
a punto delle metodiche per mascherare, rallentare o inibire eventuali condizioni 
indesiderate nell’alimento oppure di conferire all’alimento delle caratteristiche che 
non possiede; 
 la globalizzazione del mercato, che permette l’ingresso nel mercato di prodotti 
non convenzionali, che possono facilmente essere oggetto di adulterazione o 
contraffazione ed, inoltre, favorisce tecniche spinte di prolungamento della shelf 
life, sia per i prodotti freschi che per quelli congelati, portandoli agli estremi della 
legalità. 
 la complessità delle normative in campo alimentare, che in alcuni punti risulta 
estremamente complessa e articolata, a volte di difficile comprensione e 
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interpretazione, dando la possibilità di poter talvolta aggirare le leggi nella speranza 
che ciò possa passare inosservato; 
 le crisi economiche periodiche, che influiscono negativamente sul mercato e sulla 
stabilità economica di molte imprese, che talvolta vedono nelle azioni fraudolente 
un discutibile mezzo per superare il periodo di crisi; 
 la conoscenza, pubblicizzazione e diffusione di prodotti di particolare pregio 
caratterizzati da forti elementi di tradizionalità e che spingono alcuni ad attuare 
comportamenti fraudolenti, che mirano a spacciare un prodotto di poco valore con 
uno più conosciuto e più apprezzato, che abbia caratteristiche simili; 
 la difficoltà nel reperimento di materie prime idonee, per motivi quali aumento 
della richiesta o scarsa offerta e può spingere l’operatore a procacciarsi delle 
materie prime di diversa origine o minor pregio; 
 la ciclicità (stagionalità) della richiesta di alcuni prodotti. Attualmente il 
mercato è in grado di fornire qualsiasi prodotto in ogni momento dell’anno, ma 
alcune produzioni sono soggette a stagionalità, per cui è possibile che vi sia in un 
certo periodo una carenza della materia prima. Conseguentemente, l’operatore, per 
andare incontro alle richieste del mercato, si può procacciare materie prime di 
provenienza diversa o non consone. 
Possiamo classificare le frodi in base agli effetti esercitati sulla composizione o sugli 
aspetti esteriori dell’alimento in: frodi sulla qualità intrinseca del prodotto e frodi che 
riguardano la commercializzazione degli alimenti. Tra i primi troviamo le alterazioni, le 
adulterazioni e le sofisticazioni (Colavita, 2012).  
Le alterazioni sono dovute principalmente alla cattiva conservazione o a errata gestione 
degli alimenti. Consistono in modificazioni delle caratteristiche chimico-fisiche o 
organolettiche del prodotto, con depauperamento o ripercussioni negative anche sulle 
caratteristiche nutrizionali, come la vendita di pesce non fresco che può presentare elevate 
cariche batteriche o tossine. 
Le adulterazioni sono delle modifiche della composizione naturale di un prodotto per 
sottrazione volontaria o per aggiunta non dichiarata di alcuni componenti di qualità 
inferiore, al fine di aumentare la resa economica, come l’aggiunta di polifosfati in pesci di 
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alto valore commerciale come la sogliola, con lo scopo di incrementare il peso del prodotto 
in quanto questi additivi sono in grado di trattenere maggiormente l’umidità (Arcangeli e 
Gallina, 2009). 
Per sofisticazione s'intende la modificazione volontaria della composizione di un alimento 
con l’aggiunta di sostanze estranee all’alimento stesso o con la sostituzione totale o 
parziale di uno o più elementi propri dell’alimento con sostanze di qualità e valore 
inferiore o di sostanze chimiche il cui uso è vietato dalla legge, al fine di migliorarne 
l’aspetto, di coprirne i difetti o di facilitare la sostituzione di un prodotto con un altro. Ad 
esempio l’utilizzo del perossido di idrogeno, più comunemente conosciuto come acqua 
ossigenata per “sbiancare” il pesce dopo lo scongelamento e conferirgli in tal modo 
l’aspetto lucente e brillante tipico del prodotto fresco (Piscopo 2010).  
Le frodi che invece riguardano la commercializzazione degli alimenti sono le falsificazioni 
e le contraffazioni.  
Le falsificazioni riguardano la sostituzione totale di un prodotto per un altro, per esempio 
la vendita di specie ittiche meno pregiate al posto di specie di maggior pregio, aliud pro 
alio, come il caso del bianchetto sostituito con il pesce ghiaccio (Armani et al. 2011, 
Armani et al. 2012c). 
Le contraffazioni sono invece delle azioni fraudolente che mirano a conferire all’alimento 
un’identità diversa da quella propria o creare un prodotto ex novo apparentemente e 
ingannevolmente simile a quello reale. La contraffazione sfrutta spesso i vantaggi 
commerciali di un marchio noto, creando prodotti commerciali con nomi o marchi che 
possono creare confusione, recando danno sia alle aziende che creano il prodotto originale 
sia al consumatore che acquista un prodotto con un valore inferiore a quello pagato. Un 
esempio è la vendita della rana pescatrice nostrana (L. piscatorius) con una di diversa 
origine spacciandola per locale (Armani et al. 2012b). 
Possiamo ulteriormente classificare le frodi alimentari come frodi sanitarie, quelle che 
costituiscono un pericolo per la salute del consumatore, e frodi commerciali, quelle che 
danneggiano solo gli interessi economici del consumatore, senza necessariamente arrecare 
danno alla sua salute. Le frodi sanitarie, come da Codice Penale (art. 439, 440, 442, 444), 
possono essere commesse da “chiunque detiene per il commercio, o pone in commercio, o 
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distribuisce per il consumo, acque, sostanze o cose da altri avvelenate, adulterate o 
contraffatte in modo pericoloso per la salute pubblica”.  
1.2.3- Frodi frequenti nel comparto ittico 
Le frodi alimentari più frequenti nel settore ittico (Colavita, 2012) riguardano la vendita di: 
 specie ittiche diverse da quelle dichiarate (sostituzione di specie); 
 prodotti decongelati per freschi; 
 prodotti d’allevamento per prodotti selvatici catturati in mare; 
 prodotti trattati con additivi non consentiti per mascherare preesistenti alterazioni. 
Sostituzione di specie 
L’elevata richiesta dei prodotti della pesca e l’elevato numero di specie ittiche presenti sul 
mercato creano le basi per una diffusione delle frodi per sostituzione di specie, fenomeno 
favorito inoltre dall’elevato numero di specie provenienti da mari extra-europei, 
morfologicamente simili a quelle nostrane, ma di minore valore economico (Aniol e Crilly, 
2012). La sostituzione si può presentare come sostituzione anatomica, nel caso in cui 
vengano poste in vendita parti anatomiche (filetti, tranci, etc) di una specie diversa da 
quella dichiarata, o per sostituzione semplice nel caso di esemplari ittici diversi dalla 
specie pattuita. Tali frodi sono più facilmente realizzabili nel caso di prodotti lavorati e 
trasformati, quali filetti, bocconcini, tranci, spiedini, crocchette ecc. che trovano una 
sempre maggior diffusione sul mercato. Ciò è dovuto alla perdita delle caratteristiche 
morfologiche identificative dei pesci, durante i processi tecnologici che ne favoriscono la 
sostituibilità (Galimberti et al ., 2013). 
La lista delle possibili sostituzioni di specie potrebbe essere lunghissima, ma tra i casi più 
frequenti possono essere citati: squaliformi come palombo (Mustelus mustelus,  Mustelus 
asteria), palombo maculato (Mustelus punctulatus), palombo atlantico (Mustelus shmitti), 
verdesca (Prionace glauca), squalo volpe (Alopias vulpinus), smeriglio o mako (Isurus 
oxyrinchus), smeriglio (Lamna nasus), spinarolo (Squalus acanthias, S. blainvillei) e molti 
altri per pesce spada (Xiphias gladius); specie di tonno diverse per tonno rosso (Thunnus 
thynnus) o tonno a pinne gialle (Thunnus albacares); triglia atlantica (Mullus argentinae) 
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per triglia di scoglio (Mullus surmuletus); persico africano (Lates niloticus) per pesce 
persico (Perca fluviatilis); zanchetta (Arnoglossus kessleri o A. laterna) o platessa 
(Pleuronectes platessa) per sogliola (Solea vulgaris o S. aegyptiaca); pangasio (Pangasius 
hypophtalamus o P. micronemus) per ricciola (Seriola dumerili); pesce ghiaccio 
(Neosalanx spp. O Protosalanx spp.) per bianchetto (novellame di Sardina pilchardus); 
totano (Illex coindetii o Todarodes sagittatus o Ommastrephes bartramii) per calamaro 
(Loligo vulgaris o L. forbesi); vongola del Pacifico (Paphia undulata o P. textile o 
Meretrix feretri o M. lyata o M. lusoria) per vongola verace (Tapes aureus o T. 
philippinarum). 
La sostituzione di specie crea sempre un danno economico al consumatore, ma è talvolta 
possibile riscontrare ricadute sanitarie, come nel caso della sostituzione di tranci di pesce 
palla (fam. Tetraodontidae) potenzialmente tossico con tranci di rana pescatrice (Lophius 
spp.) o la sostituzione di pesce serra (Pomatomus saltator) al posto del branzino 
(Dicentrarchus labrax), che può provocare intossicazione da istamina in quanto contiene 
maggiori quantità del suo precursore, ma anche la commercializzazione di preparazioni 
alimentari contenenti pesce al posto di crostacei o di molluschi, e viceversa, che può 
esporre a rischi i consumatori allergici (Arcangeli et al . 2003).  
Prodotti decongelati venduti per freschi 
E' probabilmente la frode perpetrata con maggiore frequenza sia a livello di vendita 
(mercati, negozi) sia di somministrazione al consumatore finale (ristoranti, mense, etc.). Il 
pregio elevato dei pesci, crostacei e molluschi freschi costituisce una delle motivazioni che 
rende i prodotti della pesca un frequente oggetto di frodi di questo tipo (Colavita 2012). La 
normativa ha stabilito che per freschi si intendono i prodotti “non trasformati, interi o 
preparati, … che, ai fini della conservazione, non hanno subito alcun trattamento diverso 
dalla refrigerazione…” (Reg. CE 854/2004) escludendo espressamente in questo modo la 
surgelazione e la congelazione. La diffusione di questo tipo di frode è favorita dalla 
mancanza di macroscopici elementi validi che potrebbero aiutare il consumatore 
nell'identificazione del prodotto conservato. In più, tale frode riguarda principalmente le 
specie di pesci con carni magre che subiscono minori alterazioni durante lo scongelamento 
(Arcangeli et al., 2003) e quindi risultano più difficilmente distinguibili dal medesimo 
prodotto fresco. Per poter distinguere i prodotti freschi da quelli congelati, quando non è 
possibile valutare parametri macroscopicamente evidenti, è possibile ricorrere a metodi 
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basati sulla determinazione di parametri chimico-fisici, come la resistenza al passaggio 
della corrente elettrica, o enzimatici con la valutazione degli enzimi HADH (β-idrossiacil-
CoA-deidrogenasi) e α-glucosidasi sia valutati singolarmente che in abbinamento. 
Prodotti d’allevamento per prodotti provenienti dalla pesca 
Questo tipo di frode ricade nel contesto più complesso relativo alla non corretta 
etichettatura del prodotto, che prevede, tra le altre cose, che sia specificato il metodo di 
produzione in particolare mediante i termini “pescato" o "pescato in acque dolci" o 
"allevato" (Reg. UE n. 1169/2011). I motivi che portano a questo tipo di frode sono dovuti 
alla forte pressione che la pesca esercita in molte zone del mondo e che rende talvolta 
particolarmente pregiati i prodotti “selvaggi”, nonché la maggiore richiesta da parte del 
consumatore, costantemente alla ricerca di prodotti più naturali possibili, di prodotti 
pescati e non allevati. A favorire questo tipo di frode contribuisce la difficoltà a distinguere 
un prodotto allevato da uno pescato. La possibilità di individuare la sostituzione è spesso 
limitata ai soggetti interi e ad una buona esperienza dell’operatore (Colavita et al . 2012). 
Prodotti trattati con additivi per mascherare processi alterativi 
I processi alterativi dei prodotti ittici sono molto rapidi per cui molte sono le pratiche 
attuate che fraudolentemente mirano a mascherarle, tra queste molto utilizzata è quella di 
mescolare prodotto fresco con quello meno fresco o con evidenti stati alterativi. Si può 
giungere, per esempio, a nasconderlo nel caso in cui la forma commerciale lo consenta, 
come nel caso della vendita di pesce in cassette in cui il prodotto meno fresco, posto in 
basso, viene celato da quello fresco posto più in alto. L’odore di pesca avariato viene 
invece mascherato dall’odore di alghe marine o dall’aggiunta di prodotti come l’acido 
borico o l’aceto che ne rallentano inoltre la putrefazione. Si possono mettere in atto anche 
processi fisici come il lavaggio allo scopo di togliere il muco in eccesso o la 
desquamazione artificiale per mascherare la perdita delle squame dovuta all’inizio dei 
processi putrefattivi. Un altro parametro che si tende a modificare è il colore del pesce. 
Spesso, infatti, è stata riscontrata la presenza di sangue di mammiferi o di grossi pesci o 
anche di coloranti artificiali vari (rosso carminio, eosina, inchiostro rosso) aggiunti 
fraudolentemente per nascondere il colore pallido delle branchie, della bocca e nei grossi 
pesci anche della cavità celomatica (Arcangeli et al. 2003). 
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1.2.4- L’identificazione di specie  
L’identificazione delle specie ittiche assume un’importanza crescente che va di pari passo 
con la crescita dei consumi di pesce che negli ultimi trent'anni è addirittura raddoppiata 
(Delgado et al. 2003). Tuttavia, ci sono diversi fattori che contribuiscono a rendere 
problematico il riconoscimento di specie in questo settore, tra cui la globalizzazione del 
mercato, che favorisce l’immissione in commercio di specie alloctone poco conosciute, i 
cambiamenti climatici, che favoriscono, tra le altre cose, l’ingresso e la sopravvivenza di 
una fauna ittica prima assente nei nostri mari, come il caso delle specie “lessepsiane”, tra le 
quali è importante menzionare le specie potenzialmente tossiche, come il pesce palla 
(famiglia Tetraodontidae). 
È importante effettuare un controllo di specie per diversi motivi: 
 a carattere ecologico e legale per garantire la salvaguardia di specie protette o il 
rispetto di fermo biologico; 
 a carattere sanitario, per garantire:  
 l’esclusione dal mercato di specie potenzialmente nocive come quelle 
appartenenti alle famiglie Tetraodontidae, Molidae, Diodontidae e 
Canthigasteridae o come i prodotti della pesca contenenti tossine 
(ciguatossina, PSP, DSP, ASP, NSP, etc.) (Reg. CE n° 853/2004); 
 
 l’ etichettatura obbligatoria prodotti allergenici (crostacei, pesce e prodotti a 
base di pesce, molluschi, etc) (Reg. CE n° 1169/2011); 
 
 l’immissione sul mercato di specie appartenenti alla famiglia Gempylidae, 
in particolare Ruvettus pretiosus e Lepidocybium flavobrunneum, soltanto in 
forma di prodotti confezionati o imballati accompagnati da una opportuna 
etichetta al fine di informare i consumatori sulle modalità di preparazione o 
cottura e sul rischio connesso alla presenza di sostanze, naturalmente 
presenti in queste specie che nell’uomo possono provocare effetti 
gastrointestinali avversi (Reg. CE n° 2074/2005); 
 
 a carattere commerciale per garantire la correttezza delle pratiche commerciali e 
verificare che non vengano messe in atto delle frodi come, ad esempio, le 
sostituzioni di specie più pregiate con specie di minor valore. 
  
 18 
1.2.5- Il caso della rana pescatrice 
Le frodi che riguardano la rana pescatrice possono essere di diverso tipo: esse riguardano 
soprattutto la sostituzione di specie con lo scopo di vendere al consumatore un prodotto di 
minor pregio e di valore commerciale inferiore al posto delle specie più pregiate, anche 
all’interno dello stesso genere. Infatti, troviamo specie con valore commerciale differente: 
L. budegassa è più pregiata di L. piscatorius, così come L. vomerinus è più pregiata 
rispetto a L. vaillanti (Espineira et al. 2008). Le sostituzioni sono inoltre favorite dalla 
forma commerciale in cui queste specie sono solite ritrovarsi nei nostri mercati, cioè sotto 
forma di prodotti preparati, che hanno quindi subito modificazioni di natura anatomica 
quali la rimozione della pelle, delle squame, delle pinne, della testa e che vengono pertanto 
venduti in forma di filetti o di tranci: la cosiddetta “coda di rospo”. Queste operazioni 
rendono difficile, se non impossibile, la distinzione di una specie dall’altra basandosi 
solamente sul riconoscimento delle caratteristiche morfologiche, che in questo settore è il 
metodo tradizionale adottato dagli organi di controllo (Armani et al., 2012a; Armani et al., 
2013).  
Fintanto che gli esemplari vengono venduti interi è possibile fare un riconoscimento di 
alcune specie anche all’interno del genere stesso. Infatti, è possibile identificare L. vaillanti 
grazie al fatto che esso presenta sia la superficie dorsale che quella ventrale pigmentata a 
differenza della altre specie che presentano quella dorsale pigmentata e quella ventrale più 
chiara. Esso, inoltre, è sprovvisto di esca a differenza di tutti gli altri lophidi, che la 
posseggono, ed in particolare L. piscatorius è l’unico che la presenta bifida. L. piscatorius 
si differenzia ulteriormente dagli altri perché presenta la superficie ventrale completamente 
bianca, mentre nelle altre specie è presente una macchia scura a livello delle pinne 
pelviche. Anche il colore del peritoneo può rappresentare un elemento distintivo, esso si 
presenta, infatti, apigmentato in tutte le specie a differenza di L. vaillanti ed L. budegassa, 
in cui è pigmentato (Leslie e Grant 1994). 
Tra le specie appartenenti alla stessa famiglia che possono essere sostitute con Lophius  
spp. troviamo Lophiodes caulinaris e Lophiuomus setigerus (Vicari et al . 2001). Tra quelli 
che appartengono a famiglie diverse, ma che hanno una spiccata somiglianza morfologica 
con la rana pescatrice troviamo alcune specie, come il pesce prete (Uranoscopus scaber), 
la gallinella (Chelidonichthys lucerna) e lo squadro (Squatina squatina). La 
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differenziazione di queste specie è basata sulle caratteristiche del complesso uroforo che è 
la parte scheletrica di innesto della coda (Arcangeli et al . 2003). 
Importante, inoltre, sottolineare la possibilità che i  Lophius spp. possano essere sostituiti 
con specie tossiche, la cui vendita in Italia è vietata (Regolamento CE 853/2004), come i 
pesce palla, appartenenti alla famiglia Tetraodontidae, e i pesci istrice, appartenenti alla 
famiglia Diodontidae. Queste specie non sono molto somiglianti morfologicamente, ma nel 
caso siano commercializzate sotto forma di tranci possono essere confuse per code di rospo 
(Armani et al. 2013c). Per questo motivo, il Ministero della Salute ha emanato la Circolare 
n° 48 del 13 maggio 1983 dal titolo “Disciplina dell' importazione di pesci della specie 
Lophius piscatorius comunemente chiamati code di rospo”, che prevedeva la possibilità di 
importare esemplari di Lophius piscatorius sia freschi che congelati, sia interi che 
decapitati, ma nel caso dell’importazione del prodotto decapitato esso dove conservare 
caratteristiche che consentissero di distinguerlo dai pesci palla. In particolare, devono 
ancora essere presenti la pelle, le pinne caudali e pettorali e la pinna dorsale. Anche il 
taglio della testa deve avvenire seguendo determinate linee guida, deve essere cioè 
effettuato al limite tra gli occhi e la pinna dorsale stessa, in modo da rendere riconoscibile 
la specie d’appartenenza, come mostrato nella seguente figura (Figura 2). 
Figura 2- Tagli previsti dalla circolare n 40 del 1983. (Mengoli 2014a). 
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Prima di questa circolare il taglio della testa veniva effettuato dietro i tre raggi dorsali 
liberi e non davanti, come mostrato in Figura 2, rendendo più difficile il riconoscimento 
della specie. 
Una volta ottenuti i tranci è ancora possibile conservare delle caratteristiche, elencate nella 
tabella successiva (Tabella 1), che ci consentono di riconoscere e distinguere una coda di 






Tre raggi spinosi filiformi liberi, uniti solo alla 
base da una breve membrana e situati davanti 
alla pinna dorsale principale. 
Assenza di raggi spinosi liberi davanti alla 
pinna dorsale. 
Frange di appendici carnose lungo la linea 
laterale, al confine tra la zona dorsale scura e 
la zona ventrale chiara del corpo. 
Assenza di appendici carnose (linea laterale 
indistinta). 
Pelle del corpo completamente liscia e nuda 
(senza scaglie). 
Pelle con numero variabile di spine corte, 
almeno nella zona antero-dorsale del corpo. 
8 raggi nella pinna caudale. 11 raggi nella pinna caudale. 
La metà distale dei raggi mediani della pinna 
caudale è divisa in 2-4 ramificazioni. 
I raggi mediani della pinna caudale, divisi fin 
dalla base, danno luogo gradualmente a 8 o più 
ramificazioni. 
Tabella 1- Diagnosi differenziale tra coda di rospo e trancio di pesce palla (Mengoli 2014a) 
 
È inoltre possibile distinguere esemplari appartenenti a questi due diversi generi facendo 
un esame radiografico che metta in evidenza le differenze tra le strutture della colonna 
vertebrale. Nel Lophius spp. si evidenzia un’immagine a X nella struttura interna dei corpi 
vertebrali di forma quadrangolare, mentre nel pesce palla si evidenzia un’immagine ad 
archi contrapposti nella struttura interna dei corpi vertebrali di forma rettangolare.  
È da sottolineare come il problema dei pesci appartenenti alla famiglia Tetraodontidae non 
è solamente legato all’importazione, ma è possibile ritrovare esemplari appartenenti alle 
specie tossiche anche nei nostri mari, come nel settembre 2012, quando la Guardia 
Costiera di Messina ha comunicato che nei giorni precedenti i pescatori locali ne avevano 
catturato un esemplare nello Stretto 
(http://www.repubblica.it/ambiente/2012/03/09/foto/pescato_in_sicilia_un_pesce_palla_ve
lenoso-31274177/1/) o come è successo più recentemente, nel giugno 2014, a Lampedusa e 
a Bari (http://www.corriere.it/scienze/14_giugno_16/pesce-palla-velenoso-pescato-anche-
 21 
acque-italiane-687b0d52-f555-11e3-ac9a-521682d84f63.shtml). Il pesce palla, prima della 
costruzione del Canale di Suez nel 1869, era assente nel Mediterraneo. In seguito il canale 
ha offerto una nuova via di colonizzazione alle specie indo-pacifiche di valenza 
subtropicale, favorendo l’invasione di molte specie lessepsiane (dal nome del costruttore 
Ferdinand de Lesseps) nel nostro mare. Tra queste specie vi è anche il pesce palla. Esso è 
stato rinvenuto tra i 50 ed i 200 m di profondità e con una frequenza del 6% circa nelle cale 
effettuate in questi strati. La cattura è stata particolarmente frequente ed abbondante nel 
1996 (6-8 animali/km
2
, con il 12% di cale positive), mentre nelle ultime campagne si è 
attestata su una media di 1-2 esemplari/km
2
, ritornando ai valori dei primi anni '90. Inoltre, 
recentemente si pescano con maggiore frequenza anche pesci più piccoli, confermando 
l'idea che la popolazione si sia definitivamente stabilita, con eventi riproduttivi in loco 
(Bianchini e Ragonese 2007). 
 
2- Il genere Lophius 
2.1- Descrizione del genere 
Figura 3- Esemplare di L. piscatorius (fonteFAO). 
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L’ordine Lophiiformes (Figura 3) contiene un elevato numero di specie diverse, 
strettamente di acqua salata (ad eccezione di una specie appartenente alla famiglia 
Antennaridae), che hanno una distribuzione molto ampia negli oceani di tutto il mondo. 
L’ordine include 5 subordini: Lophioidei, Antennarioidei, Chaunacoidei, Ococephaloidei e 
Ceratioidei ed è suddiviso in 65 generi e 18 famiglie (Farina, 2008). Il subordine 
Lophioidae contiene un'unica famiglia, la Lophiidae che consiste in quattro generi: 
Saldenia, Lophioides, Lophiomus e Lophius. La famiglia contiene 25 specie, distribuite 
nelle acque tropicali, subtropicali e temperate dell’oceano Atlantico, Indiano, est del 
Pacifico, ma è stranamente poco presente nella parte orientale dell’oceano Pacifico. Tutte 
le specie della famiglia Lophidae sono caratterizzate dall’avere il corpo e la testa 
morfologicamente appiattiti dorso-ventralmente, un’ampia e profonda bocca, pelle sottile e 
assenza di vescica natatoria. Hanno inoltre il primo raggio della pinna dorsale modificato a 
formare un organo chiamato illicio, che termina con un’escrescenza carnosa, l’esca, che 
utilizza per attirare le prede (http://tolweb.org/Lophiiformes/21989). Per questo motivo 
sono chiamati con il termine inglese anglerfish (pesci pescatori). 
L’unico genere che troviamo anche nel Mar Mediterraneo è il Lophius, la cui distribuzione 
è riportata in Figura 4.  
Tutte le specie, ad eccezione di L. vaillanti, sono commercializzate in tutto il mondo e 
molto apprezzate dal consumatore, per questa ragione rivestono un ruolo importante da un 
punto di vista economico-commerciale. 
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Figura 4- Mappa mondiale della distribuzione delle specie di Lophius (Farina et al. 2008). La: L. 
americanus; Lb: L. budegassa; Lg: L. gastrophysus; Ll: L. litulon; Lp: L. piscatorius; Lv: L. vaillanti; Lvo: L. 
vomerinus. 
 
Il genere Lophius consiste in sette specie: L. americanus, L.budegassa, L. gastrophysus, L. 
litulon, L. piscatorius, L.vaillanti e L. vomerinus. Nella pagina seguente si riportano le 




Figura 5- Immagini delle sette specie con il relativo nome del genere Lophius. 
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Rospo o Rana pescatrice Black-bellied angler 
L. gastrophysus 
(Miranda Ribeiro, 1915) 




Rana pescatrice orientale Yellow goosefish 
L.piscatorius 
(Linneaus, 1758) 
Rospo o Rana pescatrice White-bellied angler 
L.vaillanti 
(Regan, 1903) 
(non stabilito) Shortspin african angler 
L.vomerinus 
(Valenciennes, 1837) 
Rana pescatrice sudafricana Cape monk 
Tabella 2- Nome scientifico, denominazione commerciale e denominazione internazionale delle specie 
appartenenti al genere Lophius. 
 
Il genere Lophius presenta delle caratteristiche comuni. Fra le principali è da ricordare la 
cute sottile con assenza di scaglie e ricca di muco; il corpo, come le altre specie della 
famiglia, si presenta appiattito dorso ventralmente e la testa e la parte anteriore del corpo 
risultano molto più sviluppati della parte posteriore che si assottiglia molto rapidamente 
fino alla coda. La bocca è terminale, rivolta verso l’alto, molto grande e dotata di denti 
aguzzi orientati verso l’interno, disposti sulle mascelle, sulle ossa palatine, in faringee e sul 
vomere. Le branchie sono ridotte mentre le fessure opercolari, disposte all’ascella delle 
pettorali, sono ampie. Le pinne sono poco sviluppate: per questo motivo la rana pescatrice 
non è una buona nuotatrice ma si muove compiendo piccoli spostamenti, aiutandosi con le 
pinne ventrali e pettorali, oppure con fulminei movimenti di breve durata durante gli 
attacchi sul fondo; le pinne pettorali rappresentano una caratteristica particolare in questo 
genere, in quanto presentano un allungamento dell’osso carpale come a formare uno 
pseudo-braccio sul quale fanno leva per spostare il proprio peso. Sono presenti due pinne 
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dorsali: la prima è formata da pochi raggi separati fra loro, due dei quali sono posti sul 
muso e un terzo sulla nuca. Come già accennato, il primo raggio è trasformato in un organo 
di pesca che prende il nome d'illicio, caratteristico di queste specie, che è dotato di 
notevole mobilità e rappresenta un’esca che viene agitata in prossimità dell’apertura 
boccale per attirare la preda, talvolta può essere luminescente. Infine, un gruppo di tre 
raggi, all’altezza delle pettorali, completa la prima dorsale. La seconda dorsale è opposta 
all’anale, con i raggi uniti da una membrana molto resistente che la rende ben evidente 
anche per l’altezza nei confronti dei raggi della prima dorsale. Le pinne ventrali sono 
piccole, posizionate sulla parte inferiore della testa e quindi completamente nascoste 
quando l’animale è appoggiato sul fondo. La pinna caudale è subtriangolare. Lungo la 
mandibola e il corpo sono presenti delle escrescenze cutanee variamente frangiate (lacinie), 
ben visibili quando l’animale è in acqua. Il ventre si presenta in genere di colore bianco, 
mentre il dorso è complessivamente bruno rossiccio con sfumature verdi e macchie 
irregolari bianche e nere, anche se queste caratteristiche possono variare notevolmente in 
relazione all’ambiente di vita. 
Tra le chiavi per distinguere il genere Lophius dagli altri tre generi (Sladenia, Lophiodes, 
Lophiomus), all’interno della famiglia Lophiidae, troviamo il numero dei raggi delle pinne, 
quelle dorsali in numero variabile da 9 a 12 e quelle anali da 8 a 10; l’assenza di un 
reticolato scuro sul pavimento buccale; la prominenza delle colonna vertebrale parietale e 
il numero delle vertebre, da 26 a 31 (http://tolweb.org/Lophiidae). 
Le uniche due specie autoctone che vivono nel Mar Mediterraneo sono L. piscatorius e L. 
budegassa. Sono molto simili morfologicamente, ma è possibile distinguerle per alcune 
caratteristiche, come il colore del peritoneo (la sottile membrana che riveste l’interno della 
cavità viscerale), in quanto in L. budegassa è di colore nero e in L. piscatorius appare 
invece chiaro. Inoltre L. budegassa ha un'esca non ramificata, mentre L .piscatorius 
presenta un'esca bifida formata da due filamenti larghi ed appiattiti (Lucchetti, 2006). 
L’habitat comune del genere Lophius è nelle acque profonde o molto profonde, da 50 fino 
a mille metri di profondità. Vive principalmente su fondali sabbiosi, fangosi o detritici. Ha 




2.2- Pesca, commercio e consumo della rana 
pescatrice 
Le specie autoctone italiane (L. budegassa e L. piscatorius) hanno, sul nostro mercato, un 
elevato valore economico e sono assai ricercate sia nelle aree litorali che in quelle interne. I 
quantitativi di questi prodotti nelle acque italiane sono però ridotti. Per questo motivo si 
deve ricorrere all’importazione da altre zone per soddisfare la richiesta del mercato 
nazionale. In particolare, s'importa dai paesi dell’Europa che si affacciano sull’oceano 
Atlantico. E’ però frequente trovare sul mercato italiano anche soggetti appartenenti a 
specie congeneri pescati in acque al di fuori dell’Europa e importati per essere 
commercializzati talvolta in sostituzione delle specie autoctone (Armani et al. 2012c). 
L’attività di pesca di L. piscatorius e L. budegassa ha subito un aumento a partire dagli 
anni '70-'80, anche se praticata da più di un centinaio d’anni. La rana pescatrice è 
generalmente catturata insieme ad altre specie ad elevato interesse commerciale (come i 
naselli, le seppie e gli scampi). Raramente costituisce la specie bersaglio ma viene 
piuttosto catturata come specie accessoria (by-catch). La pesca è effettuata durante tutto 
l’anno, ma nel periodo estivo si ha una riduzione delle catture. I mezzi che si utilizzano per 
la cattura sono reti a strascico e in misura minore reti da posta, ma anche palangari e lenze 
di fondo. Quando si utilizzano le reti, è possibile che, data la particolare morfologia della 
testa della rana pescatrice, particolarmente grande rispetto al corpo e piena di lacinie, 
anche i giovani esemplari che non hanno ancora raggiunto la taglia minima catturabile, 30 
cm di lunghezza in base al Regolamento CE n° 1626/1994, sia per L. piscatorius che per L. 
budegassa, rimangano impigliati tra le maglie delle reti. Questo succede, anche se le reti 
sono dotate di tramatura regolamentare, provocando sicuramente dei danni alla risorse di 
Lophius  presenti nel Mediterraneo (Lucchetti, 2006). 
Per quanto riguarda le altre specie possiamo dire che L. americanus ha una grande 
importanza commerciale negli Stati Uniti, mentre L. gastrophysus in Brasile; L. vomerinus 
invece è una risorsa molto importante per il comparto ittico del Sud Africa, mentre nelle 
acque africane del Sud Est Atlantico è presente L.vaillanti (di scarso valore commerciale). 
Infine L. litulon è commercializzata in Cina, Corea e Giappone (Armani et al. 2013). 
La rana pescatrice può essere commercializzata fresca, refrigerata o congelata, sia intera 
che decapitata. Spesso la troviamo sul banco di vendita in quest’ultima forma, in quanto, la 
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testa, di grandi dimensioni, è meno pregiata rispetto al corpo e viene quindi eliminata 
riducendo la parte edibile dell’animale solo alla porzione caudale chiamata coda. In Italia 
troviamo generalmente le specie L. piscatorius e L. budegassa commercializzate fresche al 
dettaglio, mentre L. litulon e L. vomerinus giungono sui nostri mercati congelati e sono 
destinati prevalentemente alla grande distribuzione organizzata (GDO).  
 
2.3- Importanza commerciale del genere Lophius 
Le specie appartenenti al genere Lophius sono sfruttate in tutto il mondo. Storicamente 
venivano catturate come specie accessorie ma successivamente hanno acquistato sul 
mercato sempre più importanza, tanto che sono state sviluppate delle tecniche mirate alla 
sola pesca della rana pescatrice (Farina, 2008).  
Le tre specie con interesse commerciale maggiore, in accordo con i dati FAO riferibili al 
2012, sono L. piscatorius con 27533 tonnellate di pescato a livello mondiale, L. 
americanus con 10150 tonnellate e L.vomerinus con 6786 tonnellate. 
Nella seguente figura (Figura 6) è riportato l’aumento della pesca relativamente alla specie 
L. piscatorius dal 1950 al 2012. 
Figura 6- Quantità di pescato di L. piscatorius (espresso in migliaia di tonnellate) dagli anni 1950 al 2012. 
(http://www.fao.org/fishery/species/3379/en). 
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A causa dell’incremento nel commercio di queste specie, la Comunità Europea ha stabilito 
dei quantitativi massimi di cattura e le taglie minime ed ha inoltre introdotto periodi di 
fermo stagionale già a partire dal 1993 (Espineira 2008), per evitare un eccessivo 
sfruttamento degli stock ittici. A tal proposito l’ICES (International Council for the 
Exploration of the Sea) ha suddiviso il mar Mediterraneo in tre zone in maniera da 
salvaguardare gli stock del Lophius  (Farina, 2008). 
Il problema della commercializzazione della rana pescatrice è che essa è spesso oggetto di 
frode: si presta, infatti, molto bene a frodi per sostituzione di specie, volontarie o 
involontarie. Ciò è facilitato sia dai differenti valori commerciale delle specie affini, sia per 
la forma commerciale in cui viene venduta che la rende morfologicamente difficile da 
distinguere da specie con caratteristiche simili.  
 
3- Normativa su etichettatura e rintracciabilità 
3.1- Rintracciabilità 
La rintracciabilità ha assunto un’enorme importanza a seguito degli scandali alimentari 
degli ultimi decenni, durante i quali è emersa la necessità di identificare efficacemente tutti 
i prodotti che presentano un potenziale rischio per la salute dei consumatori, per avere la 
possibilità di procedere a ritiri mirati e precisi, qualora la sicurezza degli alimenti sia in 
pericolo, evitando così disagi più estesi. Tuttavia, la funzione della rintracciabilità è anche 
quella di fornire chiare informazioni al consumatore circa la provenienza del prodotto.  
Il concetto di rintracciabilità è stato sviluppato recentemente, esso veniva introdotto 
dall’International Organization for Standardization (ISO), che lo definì come “la capacità 
di risalire alla storia, all’utilizzazione o all’ubicazione di ciò che si sta considerando”. 
Fino all’emanazione del Regolamento CE n° 178/2002 del 28 gennaio del 2002 la 
rintracciabilità è rimasta una pratica volontaria. Successivamente diventa obbligatoria e 
viene definita, come da regolamento, “la possibilità di ricostruire e seguire il percorso di 
un alimento, di un mangime, di un animale destinato alla produzione alimentare o di una 
sostanza destinata o atta ad entrare a far parte di un alimento o di un mangime attraverso 
tutte le fasi della produzione, della trasformazione e della distribuzione”. La definizione è 
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stata ampliata evidenziando come ciascun componente di un alimento possa presentare un 
eventuale impatto sulla sicurezza alimentare. Questo rende necessario un processo che 
metta in comunicazione tutte le filiere che hanno un ruolo nella produzione, trasformazione 
e distribuzione dell’alimento per assicurare un altissimo livello di sicurezza alimentare ai 
consumatori. La rintracciabilità consiste quindi nell’utilizzare le “impronte”, cioè la 
documentazione prodotta dai vari soggetti coinvolti nella realizzazione dell’alimento o di 
una parte di esso, al fine di isolare un lotto produttivo in caso di emergenza e di permettere 
così agli organi di controllo di poter intervenire nella gestione delle situazioni di pericolo e 
nell’eventuale ritiro del lotto. 
Fino al 2005 erano rintracciabili solo alcuni prodotti, quali la carne, il pesce e le uova, 
quelli cioè più a rischio per la salute del consumatore. Dal 1° gennaio 2006, con l'entrata in 
vigore del "Pacchetto Igiene", l’obbligo della rintracciabilità è stato esteso a tutti i prodotti 
agroalimentari, consentendo di individuare qualsiasi prodotto in ognuna delle fasi del ciclo 
produttivo. 
In questo contesto, l’etichettatura riveste un ruolo fondamentale, in quanto veicolo di 
informazioni.  
 
3.2- Etichettatura  
“L’etichetta è uno dei mezzi con cui il produttore trasmette al consumatore l’informazione 
di cui quest’ultimo ha diritto, ma questa comunicazione deve avvenire rispettando precise 
disposizioni di legge. Sull’onda degli scandali alimentari scoppiati negli ultimi decenni, le 
associazioni dei consumatori hanno fatto pressione sul legislatore per rendere le etichette 
degli alimenti sempre più complete e “trasparenti”, soprattutto per quanto riguarda la 
provenienza delle materie prime impiegate per produrre le derrate. I consumatori chiedono, 
in particolare, che l’etichetta sia il più possibile chiara e comprensibile e che siano ben 
specificate le informazioni nutrizionali, oggi di grande importanza per la scelta intelligente 
di un alimento.” (Giaccone, 2008). 
Nell’ambito del mercato ittico l’etichettatura assume un ruolo chiave per identificare le 
specie, al fine di impedire pratiche fraudolente. Questo mercato, infatti, si presta molto 
bene a pratiche come la sostituzione di specie. Ciò è dovuto all’elevato numero di specie in 
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commercio: si stima che siano commercializzate a scopo alimentare più di 2000 specie 
diverse e, di queste, almeno 500 solo in Europa (Rehbein et al. 2003). Questo fa sì che ci 
sia sul banco di vendita un’enorme varietà di prodotti, con caratteristiche morfologiche a 
volte molto simili e difficilmente distinguibili. Tale eventualità risulta ancora più evidente 
quando si parla di prodotti lavorati, per i quali l’identificazione di specie, appare complessa 
o addirittura impossibile, creando così le condizioni per un danno al consumatore dovuto a 
potenziali frodi commerciali e, nella peggiore delle ipotesi, con ricadute sanitarie. 
Il ruolo dell’etichettatura è inquadrato, quindi, in quelle misure che rientrano all’interno di 
un piano di salvaguardia della salute e degli interessi del consumatore, che prevede la 
fornitura associata al prodotto di un’informazione trasparente e priva di ambiguità. In tal 
modo, si favorirebbero pratiche di commercio leali e non fraudolente, come specificato 
dalla Direttiva CE 13 del 2000 “l’etichettatura e le relative modalità di realizzazione non 
devono essere tali da indurre in errore l’acquirente”. Sugli stessi obiettivi è orientato il 
Codice del Consumo, introdotto con il Decreto Legislativo 206 del 2005, che rappresenta 
un fondamentale traguardo nella tutela del consumatore, con il quale il legislatore ha 
voluto raccogliere in un unico documento organico tutte le norme in materia, 
armonizzandole con quelle comunitarie, in modo da semplificare e rendere più organica la 
regolamentazione sui rapporti di consumo. Per questo motivo, il Codice del Consumo è 
considerato di fondamentale importanza per il diritto del consumatore. Esso si pone la 
finalità di rafforzarne la protezione in quanto parte debole nei rapporti di consumo. Ai 
consumatori, come da decreto, sono riconosciuti come fondamentali i diritti: 
 alla tutela della salute; 
 alla sicurezza e alla qualità dei prodotti e dei servizi; 
 ad un’adeguata informazione e ad una corretta pubblicità; 
 all’esercizio delle pratiche commerciali secondo principi di buona fede, correttezza 
e lealtà; 
 all’educazione al consumo; 
 alla correttezza, alla trasparenza ed all’equità nei rapporti contrattuali. 
L’emanazione della Direttiva 79/112/CEE del 18 dicembre 1978 “relativa al 
ravvicinamento delle legislazioni degli Stati membri concernenti l'etichettatura e la 
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presentazione dei prodotti alimentari destinati al consumatore finale, nonché la relativa 
pubblicità” ha sancito il primo tentativo di disciplinare l’etichettatura degli alimenti a 
livello europeo. Questa direttiva è stata recepita in Italia prima con il D.P.R. n. 322 del 18 
maggio 1982 e successivamente con il Decreto Legislativo n. 109 del 27 gennaio 1992, il 
quale ha abrogato, oltre al suddetto D.P.R., “tutte le disposizioni in materia di 
etichettatura, di presentazione e di pubblicità dei prodotti alimentari e relative modalità, 
diverse o incompatibili con quelle previste dal decreto, ad eccezione di quelle contenute 
nei regolamenti comunitari e nelle norme di attuazione di direttive comunitarie relative a 
singole categorie di prodotti”. E’ in questa Direttiva e nel Decreto Legislativo che la 
recepisce che abbiamo le definizioni di quelli che saranno i termini chiavi della 
legislazione comunitaria, primo fra tutti il termine di “etichettatura”, con il quale si intende 
“l'insieme delle menzioni, delle indicazioni, dei marchi di fabbrica o di commercio, delle 
immagini o dei simboli che si riferiscono al prodotto alimentare e che figurano 
direttamente sull'imballaggio o su un'etichetta appostavi o sul dispositivo di chiusura o su 
cartelli, anelli o fascette legati al prodotto medesimo, o, in mancanza, in conformità a 
quanto stabilito negli articoli 14, 16 e 17, sui documenti di accompagnamento del prodotto 
alimentare”. Questa norma è stata modificata a più riprese e in maniera sostanziale, tanto 
che, ai fini di chiarezza e razionalità, l’Unione Europea ha emanato una Direttiva 
2000/13/CE nel marzo 2000, allo scopo di ravvicinare le precedenti disposizioni legislative 
di carattere orizzontale e generale applicabili a tutti i prodotti alimentari immessi in 
commercio. Essa è stata recepita in Italia con il Decreto Legislativo n. 181 del 23 giugno 
2003, nel quale appare chiaro come lo scopo dell’etichettatura sia quello di non indurre in 
errore l’acquirente ed assicurare quindi la corretta e trasparente informazione del 
consumatore in modo da permettergli di operare la scelta del prodotto con consapevolezza. 
Secondo tale regolamento la modalità di realizzazione dell’etichettatura deve essere fatta in 
modo da: 
 non indurre in errore l'acquirente sulle caratteristiche del prodotto alimentare e 
precisamente sulla natura, sulla identità, sulla qualità, sulla composizione, sulla 
quantità, sulla conservazione, sull'origine o la provenienza, sul modo di 
fabbricazione o di ottenimento del prodotto stesso; 
 non attribuire al prodotto alimentare effetti o proprietà che non possiede; 
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 non suggerire che il prodotto alimentare possiede caratteristiche particolari, quando 
tutti i prodotti alimentari analoghi possiedono caratteristiche identiche; 
 non attribuire al prodotto alimentare proprietà atte a prevenire, curare o guarire una 
malattia umana né accennare a tali proprietà, fatte salve le disposizioni comunitarie 
relative alle acque minerali ed ai prodotti alimentari destinati ad un'alimentazione 
particolare.  
Esiste poi una serie di norme che approfondiscono singoli aspetti riguardanti 
l’etichettatura, in modo da affrontare specifiche problematiche che possono influire sulla 
salute di particolari categorie di consumatori. Uno di questi aspetti è sicuramente quello 
riguardante gli allergeni. Quelli più diffusi si trovano nel latte vaccino, frutta, leguminose 
(in particolare le arachidi e la soia), uova, crostacei, noci, pesci, ortaggi (sedano e altri 
alimenti della famiglia delle Ombrellifere), grano e altri cereali, composti che possono 
essere utilizzati per la preparazione di una grande quantità di alimenti. Per questo motivo, 
l’Unione Europea ha ritenuto opportuno fornire un’informazione più completa sulla 
composizione dei prodotti alimentari e aiutare, per quanto possibile, i consumatori che 
soffrono di allergie e intolleranze a scelte consapevoli e non rischiose per la propria salute, 
emanando le Direttive 2003/89/CE, 2004/77/CE e 2005/63/CE, recepite in Italia con il 
Decreto Legislativo 8 febbraio 2006, n. 114 in materia di indicazione di ingredienti 
contenuti nei prodotti alimentari. Il Decreto Legislativo n. 178 del 27 settembre 2007 ha 
poi modificato i precedenti con disposizioni correttive ed integrative.  
Il 31 gennaio 2007 è stato pubblicato il Decreto Legge n.7 del 31 gennaio 2007, conosciuto 
come “Decreto Bersani”, modificato dalla Legge n. 40 del 2 aprile 2007 recante misure 
urgenti per la tutela dei consumatori, la promozione della concorrenza, lo sviluppo di 
attività economiche e la nascita di nuove imprese, che si concentra sulla chiarezza e 
visibilità dell’indicazione dei termini di conservazione dei prodotti alimentari.  
Sono state promulgate anche leggi che si occupavano in particolare della designazione di 
origine in etichetta per alcuni prodotti alimentari come quelli relativi alla denominazione di 
origine protetta (DOP) per rafforzarne la tutela e la competitività sul mercato. E’ stato 
inoltre istituito il Sistema di Qualità Nazionale di Produzione Integrata (SQNPI) che 
costituisce un ulteriore passo in avanti verso un modello di agricoltura sostenibile che 
promuove alimenti di alta qualità con standard di produzione più elevati rispetto alle norme 
ordinarie di tutela ambientale e della salute umana. Tale ambito è disciplinato dalla Legge 
n.4 del 3 febbraio 2011 e il Decreto Ministeriale 5464 del 3 agosto 2011, nel quale sono 
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fornite indicazioni sulle modalità grafiche (dimensioni di carattere, spaziature e colore) con 
le quali queste informazioni vanno riportate in etichetta.  
Già dal 1997, il Codex Alimentarius ha affrontato il tema dell’utilizzo in etichetta 
dell’informazione sul valore nutrizionale del prodotto. A questo proposito, le norme cui 
facciamo riferimento sono attualmente il Regolamento (CE) n. 1924/2006 e il 
Regolamento (CE) n. 1925/2005 del Parlamento Europeo e del Consiglio del 20 dicembre 
2006, il primo relativo alle indicazioni nutrizionali e sulla salute fornite sui prodotti 
alimentari e il secondo sull'aggiunta di vitamine e minerali e di talune altre sostanze agli 
alimenti. In particolare, le informazioni riguardanti il valore nutrizionale del prodotto 
devono recare le informazioni sul valore energetico, la quantità di grassi, acidi grassi 
saturi, carboidrati, zuccheri, proteine e sale. Le informazioni sulle proprietà nutritive, in 
quanto parte delle politiche sanitarie pubbliche, possono prevedere l’indicazione di 
raccomandazioni scientifiche nell’ambito dell’educazione nutrizionale per il pubblico e 
garantire scelte alimentari informate.  
Importante è anche il Regolamento (CE) N. 1830/2003 del Parlamento europeo e del 
Consiglio del 22 settembre 2003 concernente la tracciabilità e l’etichettatura di organismi 
geneticamente modificati e la tracciabilità di organismi e mangimi ottenuti da organismi 
geneticamente modificati. 
Infine il Regolamento (UE) 1169/2011 del 25 ottobre 2011 applicato a decorrere dal 13 
dicembre 2014, ad eccezione di alcuni paragrafi che andranno applicati successivamente, 
“relativo alla fornitura di informazioni sugli alimenti ai consumatori” apporta le maggiori 
modifiche alla normativa precedente. Infatti, come esplicitato dal regolamento stesso, 
“anche se gli obiettivi originari e i principali componenti dell’attuale legislazione 
sull’etichettatura continuano a essere validi, è necessario che essa sia razionalizzata al fine 
di agevolarne il rispetto e aumentare la chiarezza per le parti interessate, modernizzandola 
allo scopo di tenere conto dei nuovi sviluppi nel settore delle informazioni sugli alimenti. Il 
presente regolamento gioverà sia agli interessi del mercato interno, semplificando la 
normativa, garantendo la certezza giuridica e riducendo gli oneri amministrativi, sia al 
cittadino, imponendo un’etichettatura dei prodotti alimentari chiara, comprensibile e 
leggibile”.  
L’etichetta deve sempre riportare tutte le indicazioni obbligatorie richieste dalle norme 
precedentemente menzionate. E’ però prevista una deroga (D.Lglv 109/92) per alcune 
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tipologie di prodotto nei quali va riportata solamente la denominazione di vendita e 
l’elenco degli ingredienti. Essi sono: 
 prodotti semilavorati, ovvero quelli destinati come tali a industrie di trasformazione 
o alle rivendite e non direttamente al consumatore finale; 
 prodotti da vendere sfusi, ovvero tutti quei prodotti alimentari sui quali non è 
possibile apporre l’etichetta in quanto privi della confezione; 
 prodotti da vendere preincartati, ovvero tutti quei prodotti alimentari confezionati 
sul luogo di vendita al momento della richiesta del cliente o antecedentemente, ma 
ai fini della vendita immediata nello stesso locale dove sono stati confezionati. 
Al contrario, per i prodotti preconfezionati, cioè “tutti quei prodotti alimentari confezionati 
in assenza dell’acquirente e avvolti, totalmente o in parte, in un imballaggio che deve 
essere mantenuto integro fino al momento del consumo” si devono riportare tutte le 
indicazioni obbligatorie, come da Reg. UE 1169/2011, che vengono di seguito elencate: 
a. denominazione dell’alimento;  
b. elenco degli ingredienti;  
c. qualsiasi ingrediente o coadiuvante tecnologico elencato nell’allegato II o derivato 
da una sostanza o un prodotto elencato in detto allegato che provochi allergie o 
intolleranze usato nella fabbricazione o nella preparazione di un alimento e ancora 
presente nel prodotto finito, anche se in forma alterata;  
d. quantità di taluni ingredienti o categorie di ingredienti; 
e. quantità netta dell’alimento;  
f. termine minimo di conservazione o la data di scadenza;  
g. condizioni particolari di conservazione e/o le condizioni d’impiego;  
h. nome o la ragione sociale e l’indirizzo dell’operatore del settore alimentare di cui 
all’articolo 8, paragrafo 1; 
i. paese d’origine o luogo di provenienza ove previsto all’articolo 26;  
j. istruzioni per l’uso, per i casi in cui la loro omissione renderebbe difficile un uso 
adeguato dell’alimento;  
k. per le bevande che contengono più di 1,2 % di alcol in volume, il titolo 
alcolometrico volumico effettivo; 
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La normativa prevede inoltre la possibilità di fornire ulteriori informazioni su base 
volontaria, a patto che queste non inducano in errore il consumatore, non siano ambigue né 
confuse, non occupino lo spazio disponibile per le informazioni obbligatorie sugli alimenti, 
e siano, se del caso, basate su dati scientifici pertinenti. Utili, ad esempio, quelle usate per 
fornire informazioni relative alla presenza eventuale e non intenzionale negli alimenti di 
sostanze o prodotti che provocano allergie e intolleranze o informazioni relative 
all’idoneità di un alimento per vegetariani o vegani. 
 
3.3- Etichettatura nel comparto ittico 
Le norme che riguardano l’etichettatura nel comprato ittico sono riassunte di seguito: 
 Regolamento (CE) n. 104/2000 e Regolamento (CE) n. 2065/2001, il primo relativo 
all’organizzazione comune dei mercati nel settore dei prodotti della pesca e 
dell’acquacoltura e il secondo che stabilisce le modalità d’ applicazione del Reg. n. 
104/2000 del Consiglio per quanto concerne l’informazione dei consumatori nel 
settore dei prodotti della pesca e dell’acquacoltura. 
 Regolamento (CE) n.1224/2009 e Regolamento (CE) n. 404/2011, il primo che 
istituisce un regime di controllo comunitario per garantire il rispetto delle norme della 
politica comune della pesca e il secondo recante modalità di applicazione del Reg. 
(CE) n. 1224/2009 del Consiglio che istituisce un regime di controllo comunitario per 
garantire il rispetto delle norme della politica comune della pesca. 
 Regolamento (UE) n. 1379/2013 dell'11 dicembre 2013 relativo all'organizzazione 
comune dei mercati nel settore dei prodotti della pesca e dell'acquacoltura; 
 Il Decreto Ministeriale del 27 marzo 2002 rappresenta il recepimento in Italia dei 
regolamenti emanati a livello comunitario, esso riguarda l’etichettatura dei prodotti 
ittici e sistema di controllo, nel quale troviamo allegato l’elenco delle denominazioni in 
lingua italiana delle specie ittiche d'interesse commerciale. Esso è stato integrato e 
modificato più volte. 
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Il regolamento cui facciamo riferimento, per quanto riguarda gli obblighi in etichettatura, è 
il Reg. n. 1379/2013, che si applica a decorrere dal 1° gennaio 2014, ad eccezione del capo 
IV e dell'articolo 45, che si applicano a decorrere dal 13 dicembre 2014. Fatto salvo il 
Regolamento (UE) n. 1169/2011, la nuova normativa prevede che i prodotti della pesca e 
dell’acquacoltura commercializzati nell’Unione Europea, indipendentemente dall'origine e 
dal loro metodo di commercializzazione, possono essere offerti per la vendita al 
consumatore finale o a una collettività solo a condizione che un contrassegno o 
un'etichettatura adeguati indichino: 
a. la denominazione commerciale della specie e il suo nome scientifico;  
b. il metodo di produzione, in particolare mediante i termini “pescato" o "pescato in 
acque dolci" o "allevato"; 
c. la zona in cui il prodotto è stato catturato o allevato e la categoria di attrezzi da 
pesca usati nella cattura di pesci, come previsto nella prima colonna dell'allegato III 
del Reg. 1379/2013;  
d. se il prodotto è stato scongelato (esso non si applica agli ingredienti presenti nel 
prodotti finito, agli alimenti per i quali il congelamento costituisce una fase 
tecnologicamente necessaria del processo di produzione o per ragioni di sicurezza 
sanitaria e ai prodotti della pesca e dell'acquacoltura che sono stati scongelati prima 
di essere sottoposti ad affumicatura, salatura, cottura, marinatura, essiccatura o ad 
una combinazione di uno di questi processi); 
e. il termine minimo di conservazione, se appropriato. 
Fanno eccezione alcuni prodotti per i quali si rimanda ancora alla vecchia normativa:  
 pesci vivi, pesci freschi, refrigerati o congelati (esclusi i filetti di pesce ed altra 
carne di pesci, anche tritata, freschi, refrigerati o congelati); 
 pesci secchi, salati o in salamoia; pesci affumicati, anche cotti prima o durante 
l'affumicatura; farine, polveri e agglomerati in forma di pellets di pesce, atti 
all'alimentazione umana; 
 crostacei, anche sgusciati, vivi, freschi, refrigerati, congelati, secchi, salati o in 
salamoia; crostacei non sgusciati, cotti in acqua o al vapore, anche refrigerati, 
congelati, secchi, salati o in salamoia; farine, polveri e agglomerati in forma di 
pellets di crostacei, atti all'alimentazione umana; 
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 molluschi, anche separati dalla loro conchiglia, vivi, freschi, refrigerati, congelati, 
secchi, salati o in salamoia; invertebrati acquatici diversi dai crostacei e dai 
molluschi, vivi, freschi, refrigerati, congelati, secchi, salati o in salamoia; farine, 
polveri e agglomerati in forma di pellets di invertebrati acquatici diversi dai 
crostacei, atti all'alimentazione umana; 
 alghe. 
Per denominazione commerciale s'intende il nome della specie nella lingua o nelle lingue 
ufficiali dello Stato membro interessato o se del caso, ogni altro nome accettato o 
autorizzato a livello locale o regionale, esso deve sempre essere accompagnato dal nome 
scientifico. A questo scopo è previsto che ogni Stato Membro pubblichi un elenco di 
denominazioni commerciali ammesse nel proprio territorio, in Italia i riferimenti normativi 
specifici sono rappresentati dagli elenchi ufficiali pubblicati con Decreti MIPAAF che, nel 
corso degli ultimi anni hanno subito numerose modifiche, per aggiornare in modo continuo 
e costante, le denominazioni commerciali di quei pesci che entrano a far parte del nostro 
mercato e tenersi al passo con un settore come quello ittico in continua evoluzione. Di 
seguito si riporta la Tabella 3 che mostra come la normativa si sia adattata all’entrata di 
nuove specie commerciate in Italia: 
Classi 
DM 
15 luglio 1983 











Crostacei 19 57 57 76 76 
Echinodermi 0 1 1 2 2 
Bivalvi 26 48 48 53 55 
Gasteropodi 0 0 0 13 13 
Cefalopodi 17 28 28 38 38 
Pesci 
Teleostei 
166 252 275 386 401 
Pesci Selaci 10 20 
(4 razze in + poi tolte) 
15 16 16 
Prod. 
Conser. 
0 0 0 2 2 
      
Totale 238 406 424 586 603 
Differenza 169                     18                     163                      17 
Tabella 3- Evoluzione del numero di specie ufficialmente riconosciute nell'ordinamento nazionale (da 
“Normative inerenti le denominazioni delle specie ittiche” (Mengoli, 2014b). 
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Il decreto Mipaaf del 31 gennaio 2008 è quello che ha apportato maggiori modifiche al 
DM 27 marzo 2002, che fa parte della normativa di riferimento in questo settore, 
successivamente sono state apportate numerose integrazioni (DM 5/03/2010, DM 
23/12/2010, DM 12/08/2011 e DM 19 /11/2012). Attualmente il decreto annovera circa 
940 specie di prodotti ittici di cui: 605 pesci teleostei, 52 selaci, 76 molluschi bivalvi, 20 
molluschi gasteropodi, 59 molluschi cefalopodi, 126 crostacei e 2 echinodermi. Ci sono 
inoltre circa 80 proposte di nuove denominazioni commerciali provvisorie in attesta di 
essere autorizzate e recepite nel nostro ordinamento (Mengoli 2014b). Per quanto riguarda 
l’indicazione della zona di cattura (Figura 7) per i prodotti della pesca catturati in mare, 
si fa riferimento alla sottozona o divisione compresa nelle zone di pesca della FAO, 
nonché la denominazione di tale zona espressa in termini comprensibili per il consumatore, 
oppure una carta o un pittogramma indicante detta zona. Fanno eccezione i prodotti della 
pesca catturati nell'Atlantico nord-orientale (zona di pesca FAO 27) e nel Mediterraneo e 
Mar Nero (zona di pesca FAO 37) per i quali è possibile usare la denominazione della zona 
di pesca FAO.  
Figura 7- Zone di pesca FAO. 
 




Atlantico nord occidentale Zona FAO n° 21 
Atlantico nord orientale Zona FAO n° 27 
Mar baltico Zona FAO n° 27 IIId 
Atlantico centro occidentale Zona FAO n° 31 
Atlantico centro orientale Zona FAO n° 34 
Atlantico sud occidentale Zona FAO n° 41 
Atlantico sud orientale Zona FAO n° 47 
Mar mediterraneo Zona FAO n° 37.1, 37.2, 37.3 
Mar nero Zona FAO n° 37.4 
Oceano indiano Zona FAO n° 51, 57 
Oceano pacifico Zona FAO n° 61, 67, 71, 77, 81, 87 
Antartico Zona FAO n° 48, 58, 88 
 
  
Tabella 4- Zone di pesca FAO e loro denominazioni. 
 
Nel caso di prodotti della pesca catturati in acque dolci, la menzione del corpo idrico di 
origine dello Stato Membro o del Paese Terzo di origine del prodotto. Infine, nel caso di 
prodotti dell'acquacoltura, la menzione dello Stato membro o del paese terzo in cui il 
prodotto ha raggiunto oltre la metà del suo peso finale o è rimasto oltre la metà del periodo 
di allevamento o, nel caso di molluschi e crostacei, è stato sottoposto alla fase finale del 
processo di allevamento o di coltura per almeno sei mesi.  
Per quanto riguarda i miscugli di pesce sono previste diverse disposizioni secondo il 
Regolamento CE n. 2065/2001, come meglio precisato nella Circolare 27 maggio 2002 n. 
21329: 
 miscugli di specie diverse: devono essere fornite, per ciascuna specie presente nel 
miscuglio, la denominazione commerciale, il metodo di produzione e la zona di 
cattura, unitamente al nome scientifico. Quando il metodo di produzione e la zona 
di cattura sono comuni a tutte le specie presenti nel miscuglio, l’informazione 
relativa può tuttavia essere fornita in forma comune; 
 miscugli di specie identiche il cui metodo di produzione sia diverso: occorre 
indicare il metodo di produzione di ogni partita ovvero di ciascuna frazione 
presente nel miscuglio, ferme restando le altre indicazioni relative al nome 
commerciale ed alla zona di cattura o di allevamento; 
 miscugli di specie identiche la cui zona di cattura o di allevamento siano 
diverse: occorre indicare almeno la zona della partita quantitativamente più 
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rappresentativa, aggiungendo l’avvertenza che le altre frazioni presenti nel 
miscuglio provengano anch'esse da zone di cattura diverse (se trattasi di prodotti 
della pesca) o da Paesi diversi (se trattasi di prodotti d’allevamento), senza che 
occorra specificarle. 
Una delle novità apportate dal Reg. n. 1379/2013 è l’obbligo di inserire in etichetta 
l’informazione riguardante la categoria di attrezzi da pesca usati per la cattura dei pesci, 
quali sciabiche, reti da traino, reti da imbrocco e reti analoghe, reti da circuizione e reti da 
raccolta, ami e palangari, draghe, nasse e trappole.  
È prevista inoltre la possibilità di fornire informazioni supplementari facoltative sui 
corrispondenti attrezzi da pesca conformemente al Regolamento (CE) n. 26/2004 della 
Commissione e al successivo Regolamento di esecuzione (UE) n. 404/2011, ma anche su 
la data di cattura o raccolta e di sbarco dei prodotti della pesca, informazioni di tipo etico 
e/o sociale, di tipo ambientale o informazioni sulle tecniche e sulle pratiche di produzione, 
a patto che questi siano chiare ed inequivocabili e non vadano ad occupare lo spazio 
disponibile per le informazioni obbligatorie. 
 
4- Approccio analitico per l'identificazione di 
specie nei prodotti a base di pesce 
La metodica tradizionale in Italia per il riconoscimento di specie ittiche è l’identificazione 
morfologica delle caratteristiche anatomiche macroscopiche del pesce intero, secondo 
chiavi dicotomiche proposte dalla Food and Agriculture Organization, FAO (Cutarelli et 
al. 2014). 
Tuttavia, negli ultimi anni si è assistito ad un aumento dei consumi dei prodotti della pesca 
lavorati a scapito di quelli freschi. Vengono prediletti soprattutto i prodotti confezionati, 
come le conserve, o surgelati soprattutto nella forma di filetti o bastoncini 
(http://www.ismea.it/flex/files/2/e/e/D.a8b3276d6861bddaf50f/RC_ittico_2011.pdf.). Ciò 
rende particolarmente difficile l’identificazione di specie non solo da parte del 
consumatore, ma anche da parte degli organi di controllo, in quanto nei trasformati o 
lavorati (tranci, code, filetti, sezioni, prodotti macinati, etc.) non è più possibile effettuare 
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un’identificazione morfologica, data l’impossibilità di riconoscere i caratteri distintivi della 
specie, come la forma del prodotto, lo spessore e l’andamento dei miomeri, il colore del 
muscolo, il colore e la tipologia di eventuali residui di pelle o peritoneo rimasti adesi al 
muscolo (Campagna et al. 2008).  
In virtù dell’ampia offerta di prodotto lavorato, si rende necessario un approccio che 
consenta di identificare inequivocabilmente la specie del prodotto in questione anche in 
assenza delle caratteristiche morfologiche presenti nel prodotto intero. A tal proposito sono 
state sviluppate diverse tecniche di laboratorio come valida e spesso necessaria alternativa 
all’approccio analitico convenzionale.  
 
4.1- Analisi degli acidi grassi 
Tra le tecniche sviluppate ci sono quelle che si basano sull’analisi degli acidi grassi, 
molecole che gli organismi utilizzano sia come fonte di energia sia come elementi 
strutturali. Negli organismi marini ne sono presenti circa 20 ma la loro concentrazione ed il 
loro rapporto è molto variabile e va a costituire il cosiddetto “profilo lipidico”, il quale è in 
parte determinato dalla genetica dell’individuo ed in parte alle caratteristiche ambientali in 
cui il soggetto si è sviluppato, come la temperatura dell’acqua, la salinità, ma anche dalla 
dieta (Kwetegyeka et al. 2008). Per questo motivo esiste una certa variabilità all’interno 
della stessa specie in funzione della localizzazione geografica della popolazione 
considerata. Gli studi del profilo lipidico si rendono utili per verificare, ad esempio, la zona 
di provenienza dei prodotti ittici sia catturati che allevati in accordo con la nuova 
regolamentazione riguardante l’etichettatura (Reg UE 1379/2013), che prevede siano 
fornite informazioni sull’origine geografica e il metodo di produzione del prodotto. Questo 
metodo è stato impiegato con successo in uno studio di Morrison et al. (2007) per stabilire 
la provenienza e il metodo di produzione dell’orata (Sparus aurata). 
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4.2- Analisi delle proteine 
I primi studi miravano ad identificare le differenze tra individui attraverso l’analisi dei 
polimorfismi aminoacidici in quanto risultato dell’espressione diretta dei geni, e quindi 
caratteristici della specie. Tutti i metodi che si basano sull’identificazione di specie 
attraverso lo studio della sequenza proteica (o di quella nucleotidica) si basano sul 
presupposto che esemplari della stessa specie possiedono sequenze che sono specifiche per 
quella specie e che sono diverse da quelli presenti in individui di specie diverse (Peireira et 
al. 2008). Per l’identificazione di specie risulta essenziale la scelta della sequenza proteica 
da analizzare in quanto si deve tener presente che ci possono essere delle divergenze anche 
all’interno della stessa specie dovute a processi di mutazione e ricombinazione. Difatti loci 
diversi hanno diversi tassi di evoluzione per cui risulta che alcune sequenze proteiche sono 
più conservate di altre (Pereira et al. 2008). 
Tra le tecniche maggiormente usate basate sullo studio delle proteine ci sono quelle 
elettroforetiche. L’elettroforesi, in senso lato, è un termine che si riferisce alla separazione 
di molecole elettricamente cariche quando sottoposte ad un campo elettrico. Questo 
principio si applica ad un elevato numero di metodiche che sono state utilizzate per 
separare non solo proteine, ma anche piccole molecole o acidi nucleici (Armani et al. 
2012a). Nel campo dell’analisi degli alimenti vengono utilizzate numerose varianti di 
questa tecnica: sono da ricordare l’SDS-Page, l’elettroforesi bidimensionale, l’elettroforesi 
capillare (CE), e l’isoelettrofocalizzazione (IEF isoelectric focusing). L'IEF delle proteine 
sarcoplasmatiche, in particolare, è una procedura elettroforetica molto diffusa e 
ufficialmente utilizzata in molti paesi per scopi identificativi di specie su differenti matrici 
alimentari (Martinsohn 2011). Nel 1995 è stata ufficializzata negli Stati Uniti dalla Food & 
Drug Amministration (FDA) come metodo d’identificazione delle specie ittiche. L'IEF 
permette di separare le proteine sarcoplasmatiche idrosolubili, in funzione del loro punto 
isoelettrico (pI), valore di pH al quale la carica complessiva della proteina è nulla. Una 
proteina dispersa in un gradiente di pH si troverà ad avere carica netta positiva o negativa 
nel caso in cui si trovi, rispettivamente, al di sotto o al di sopra del suo punto isoelettrico. 
Sottoposta all’azione di un campo elettrico opportunamente orientato essa si muoverà, a 
seconda della propria carica, verso l’elettrodo di segno opposto, fino a raggiungere il pH 
pari al suo pI. In questo punto essa assume carica netta nulla e si ferma. Qualsiasi 
spostamento in direzione del campo elettrico implicherebbe l’assunzione di una carica, 
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dovuta alla variazione del pH, determinando il movimento in verso opposto della proteina, 
che trovandosi nuovamente al suo pI perderebbe la carica acquisita fermandosi. Come 
risultato, proteine diverse, e quindi con cariche diverse, si concentrano in zone differenti 
sotto forma di bande. Per questo motivo si parla di “focalizzazione”, con risoluzione tanto 
più elevata quanto più netto risulta il gradiente di pH nel gel. In questo modo è possibile 
ottenere, per le proteine estratte, una vera e propria mappa tipica della specie (Martinsohn 
2011). Numerosi sono i lavori che mirano a creare un fingerprint per diverse specie 
utilizzando la tecnica della focalizzazione isoelettrica (Berrini et al. 2006). La figura 
sottostante (Figura 8) mostra, a tal proposito, i tracciati di IEF caratteristici delle specie di 
Pleuronectiformes analizzate in un lavoro di Tepedino et al. (2000). In questo lavoro sono 
state esaminate la maggior parte delle specie di pesci piatti che si trovano comunemente sul 
mercato e che hanno delle differenze significative a livello di valore commerciale; quelle 
di maggior pregio sono le più soggette a possibili frodi o sostituzioni con specie di minor 
pregio. Come si può osservare dalla Figura 8 ogni specie presenta un tracciato 
caratteristico, diverso dalle altre, permettendo un'identificazione certa e una possibile 
applicazione nel campo del controllo delle frodi per sostituzione di specie. 
Figura 8- Focalizzazione isoelettrica (range di pH 3.5 - 9.5) delle proteine di muscolo estratte da diverse 
specie di Pleuronectiformes. A sinistra è riportato il tracciato delle proteine standard (STD) e i relativi pI; a 
destra il gradiente di pH (Tepedino et al. 2000). 
 
L’IEF è stata messa a punto anche per l’identificazione di differenti specie di Pesce palla 
(famiglia Tetraodontidae), specie tossiche per l’uomo in relazione alla presenza di 
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tetrodotossina, ed utilizzata per analizzare prodotti a base di pesce venduti sul mercato di 
Taiwan (Chen et al. 2003).  
Tuttavia, la tecnica dell’isoelettrofocalizzazione presenta anche alcuni svantaggi, legati 
soprattutto alla difficoltà di applicazione ai prodotti lavorati o blandamente cotti in 
relazione all’azione denaturante che i trattamenti fisico/chimici applicati nell’industria 
alimentare hanno sulle proteine. Risulta addirittura impossibile applicarlo in prodotti 
sterilizzati, per l’elevato grado di alterazione proteica (Moretti et al. 2003).  
Altri limiti nell’applicazione dell’IEF sono date dall’omologia delle proteine in specie 
filogeneticamente correlate e dall’elevato polimorfismo di alcune proteine frequentemente 
osservato in alcune specie (Rehnbein et al. 2003).  
Di altro tipo sono le tecniche immunoenzimatiche come l’immunodiffusione e l’ELISA 
(Enzime Linked Immunosorbent Assay). L’Elisa sfrutta le reazioni tipiche del sistema 
immunitario, come quella tra antigene e anticorpo, per svelare la presenza o meno di una 
determinata proteina nel campione. Attualmente risulta però un metodo superato a causa 
del basso potere discriminante, soprattutto in caso di specie strettamente correlate, e della 
necessità di sviluppo di anticorpi specie-specifici, che rendono lunghi i tempi necessari per 
lo sviluppo di una tecnica analitica mirata (Asensio et al. 2003, Woolfe e Primrose 2004). 
Un ulteriore possibile approccio analitico nel settore riguarda l’utilizzo di tecniche 
cromatografiche, sostanzialmente riconducibili all’HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography). Queste metodiche prevedono la separazione di molecole strutturalmente 
e chimicamente differenti, che vengono ripartite in due fasi immiscibili. Una delle due fasi, 
solitamente caratterizzata da uno stato fisico solido, è definita stazionaria, in quanto resta 
immobile durante il processo; l’altra invece, allo stato liquido, è definita mobile, in quanto 
è quella che fluisce attraverso il sistema cromatografico interagendo con la fase 
stazionaria. Il tipo di cromatografia più diffuso attualmente è quello su colonna. All’interno 
della colonna, che funge da supporto, si trova la fase stazionaria in forma di minuscole 
particelle costituite da materiale con caratteristiche chimiche ben precise. Esistono vari tipi 
di sviluppo cromatografico, quello più utilizzato è quello per eluizione, che consiste in una 
serie di processi di assorbimento ed estrazione del soluto. Ogni soluto è trattenuto con una 
forza diversa in conseguenza al diverso grado di interazione che si instaura tra le varie 
specie molecolari e la fase stazionaria, per cui minore sarà tale forza maggiore sarà la 
velocità con la quale il soluto eluisce dalla colonna. Ogni soluto viene quindi eluito in 
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maniera sequenziale ed in ordine inverso rispetto alla grandezza che caratterizza la sua 
forza di interazione con la fase stazionaria. Numerosi studi sull’identificazione di specie 
ittiche hanno utilizzato questa metodica (Pineiro et al. 1997, Knuutinen e Harjula1998), ma 
il loro uso è essenzialmente limitato a campioni di pesce fresco piuttosto che a quello 
lavorato o trasformato. Ciò è dovuto al danneggiamento dei campioni in fase di 
lavorazione, in quanto le proteine, che costituiscono generalmente il target analitico, 
possono subire agglutinazione o degradazione durante i processi di produzione degli 
alimenti, andando così a rendere inutilizzabili le metodiche cromatografiche (Hubalkova et 
al. 2007). 
Da quanto detto, appare chiaro che, a meno di casi limitati, l’applicazione delle tecniche 
che si basano sullo studio delle proteine risultano efficienti solamente quando vengono 
utilizzati tessuti prelevati da prodotti freschi o congelati, ma non su quelli che hanno subito 
processi di lavorazione spinti. Per questi motivi, stanno prendendo piede le tecniche basate 
sull’analisi del DNA, che offrono una serie di vantaggi, discussi in seguito, fra cui la 
possibilità di sviluppare diverse metodiche secondo le esigenze e lo scopo dell’analisi 
stessa.  
 
5- Tecniche basate sull'analisi del DNA 
5.1- Il DNA come molecola target 
I primi marcatori molecolari ad essere utilizzati nella genetica di popolazione sono stati 
quelli di natura proteica. Tuttavia, grazie ai grandi progressi nel campo dell’analisi del 
DNA e della biologia molecolare, ad oggi le metodiche che si basano sull’analisi degli 
acidi nucleici sono le più usate e trovano svariate applicazioni nel campo della pesca 
(Martinsohn 2011). L’analisi del DNA è considerata l’approccio d’elezione per 
l’identificazione di specie in ambito ispettivo (Armani 2012a, Bottero e Dalmasso 2011). 
Essa si basa sul principio che gli individui di una stessa specie siano caratterizzati da una 
specifica sequenza nucleotidica che è diversa da quella di un individuo di un'altra specie 
(Pereira et al. 2008) o, eventualmente, appartenente ad un’altra popolazione. Il DNA 
 47 
rappresenta, per così dire, un “codice a barre” caratterizzante ogni specie, rendendolo un 
target analitico più vantaggioso rispetto alle proteine, per i seguenti motivi:  
 l’elevata resistenza degli acidi nucleici a numerosi processi che avvengono durante 
la trasformazione degli alimenti: primo fra tutti la cottura, ma anche l’affumicatura, 
la salagione, l’acidificazione; questo determina una maggiore sensibilità, specificità 
e affidabilità di queste metodiche quando si lavora con campioni sottoposti a 
processi di produzione industriale (Lenstra e Lees 2003). Tuttavia, tali processi 
possono comunque determinare una degradazione del DNA e quindi una sua 
frammentazione, influenzando negativamente l’efficienza analitica. Ciò nonostante 
è ancora possibile trovare frammenti di DNA di lunghezza fino a 300 pb in 
campioni di tessuti che hanno subito una sterilizzazione (Chapela et al. 2007). 
Alcuni studi indicano che è possibile identificare con il 90% di accuratezza una 
specie, applicando le tecniche di DNA barcoding, discusse in seguito, anche con 
frammenti di 100 pb (Meusnier 2008). Nel caso di alimenti cotti e quindi di DNA 
frammentato è possibile utilizzare inoltre il mini DNA barcoding che prevede l’uso 
di sequenze più brevi rispetto alla tecnica classica; in uno studio esso è stato 
applicato ad un elevato numero di soggetti appartenenti alla famiglia Sparidae, 
ottenendo un’amplificabilità del 100% su prodotti cotti e del 94% su campioni 
conservati in etanolo (Armani et al. 2015). 
 Il DNA è ubiquitario: lo troviamo invariato in tutti i tipi di cellule, 
indipendentemente dal tessuto di origine (ossa, fegato, muscolo, etc) e, a differenza 
delle proteine, indipendentemente da fattori come l’età, il tipo di tessuto e lo stato 
del soggetto (Civera 2003). 
 Maggior facilità nel reperimento dei campioni: sono stati sviluppati, infatti, una 
varietà di metodi per rendere la raccolta e la conservazione di campioni di DNA 
molto semplice ed efficiente (Nsubuga et a.l. 2004, Sangha et al. 2003). I campioni 
di tessuto possono anche essere conservati con l’uso della formalina o della 
paraffina senza pregiudicare l’estrazione dell’acido nucleico per il successivo 
svolgersi delle analisi (Pikor et al. 2011). 
 Maggiore numero di informazioni: dovuto all’elevato numero di sequenze 
nucleotidiche non codificanti e al maggior tasso di mutazioni a carico del DNA 
rispetto a quelle a carico delle proteine (Pereira et al. 2008). 
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Il DNA codifica l’informazione genetica che è decifrata durante la fase di trascrizione 
(sintesi RNA) e la fase di traduzione (sintesi proteica). L’informazione genetica viene 
copiata con un elevato livello di fedeltà durante il processo di replicazione (Martinsohn 
2011). Tuttavia, si possono verificare errori, anche se ad un tasso molto basso, per gli 
eucarioti circa una volta ogni 10
10
 nucleotidi trascritti (Alberts et al. 2002). Questi errori 
danno origine a mutazioni nella sequenza nucleotidica, chiamati polimorfismi. Le sequenze 
con loci polimorfici contengono un elevato grado di informazione e sono strettamente 
correlate al concetto di marcatore (o marker) molecolare, ovvero quei loci che, in 
conseguenza ad eventi di mutazione, contraddistinguono in modo caratteristico il tratto di 
genoma in cui sono localizzati e che consentono di rilevare la diversità tra individui 
appartenenti alla stessa specie o a specie diverse (Scialpi e Mengoni 2008). Le 
caratteristiche di un buon marker per il riconoscimento di specie consistono nell’avere un 
basso polimorfismo intraspecifico ed, al contrario, un alto polimorfismo interspecifico. 
Queste caratteristiche ci consentono di avere una sequenza che sia quanto più uguale 
possibile all’interno della stessa specie, ma che presenti differenze con specie diverse, in 
modo da abbassare il margine di errore e ottenere un risultato chiaro e preciso 
nell’identificazione di specie.  
 
5.2- Il DNA mitocondriale 
Come target nel riconoscimento di specie è possibile utilizzare sia il DNA nucleare che 
quello mitocondriale (mtDNA). Il DNA mitocondriale è indipendente dal DNA presente 
all’interno del nucleo della cellula; esso si trova all’interno dei mitocondri, organelli 
deputati a svolgere principalmente la funzione respiratoria. L’mtDNA consiste in una 
molecola di DNA circolare a doppio filamento e contiene 12 geni codificanti per proteine, 
22 geni codificanti per RNA transfer (tRNA), una regione non codificante e due geni che 
codificano per i ribosomi (Civera 2003). 
Il DNA mitocondriale presenta numerosi vantaggi rispetto a quello nucleare: 
 evolve molto più velocemente rispetto al DNA nucleare: addirittura con un tasso 5-
10 volte maggiore (Brown et al. 1979). Ciò è dovuto all’ambiente ricco di radicali 
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liberi in cui si trova, ma anche al limitato numero di geni presenti ed al ruolo da 
essi svolto, che sembrerebbe essere causa di una minore accuratezza nei 
meccanismi di replicazione. Il suo elevato tasso di mutazione determina l’accumulo 
di numerose differenze utili a consentire la discriminazione di specie strettamente 
collegate (Armani et al. 2012a). 
 viene ereditato soltanto per via materna: in ogni individuo è presente un solo allele 
per ogni gene, non avvengono, quindi, fenomeni di ricombinazione, ma solo 
fenomeni di mutazione, eliminando così i problemi legati all’eterozigosi (Asensio 
2007). 
 l’elevato numero di copie: esso supera, di un fattore 10000, il numero di copie del 
DNA nucleare, questo perché nonostante ci sia un basso numero di geni rispetto al 
DNA nucleare, ogni mitocondrio possiede circa 10 copie del proprio genoma e ogni 
cellula possiede circa 1000 mitocondri. Questo rappresenta un gran vantaggio 
soprattutto nell’analisi di prodotti ittici lavorati in cui la degradazione rende 
inservibile ai fini dell’amplificazione parte del DNA presente nel campione (Civera 
2003). 
 possiede dimensioni ridotte (da 16000 a 19000 nucleotidi) e struttura circolare: 
fattori che lo rendono più resistente agli stress termici e agli agenti denaturanti 
(Civera 2003). 
 la completa sequenza di mtDNA è conosciuta per un gran numero di specie ittiche 
in quanto parte di un processo sugli studi evoluzionistici (Kocher et al. 1989; 
Palumbi et al. 2002). 
I geni mitocondriali più utilizzati per l’identificazione delle specie ittiche (Rasmussen e 
Morrissey 2008; Teletchea 2009) sono quelli che codificano per la subunità I della 
Citocromo C Ossidasi (COI), per il citocromo b (cytb) e per la sub unità 16s dell’RNA 
ribosomiale (16srRNA). 
Il gene COI è riconosciuto, da alcuni autori, come il target di scelta per la discriminazione 
di specie, perché dotato di un potenziale discriminatorio maggiore rispetto agli altri geni 
(Hebert et al. 2003). Alcuni studi dimostrano che anche con piccole sequenze 
nucleotidiche, 200-400 pb, si riesce efficacemente ad ottenere una corretta identificazione 
(Hajibabaei et al. 2006). Per questo motivo sono stati sviluppati numerosi primer universali 
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che possono essere utilizzati per l’amplificazione del DNA appartenente ad un elevato 
numero di taxa. Lo scopo principale dei ricercatori che operano in questo campo è quello 
di sviluppare primer capaci di amplificare un tratto di un determinato gene nel maggior 
numero di specie possibile, all’interno di una strategia analitica che si avvale del processo 
di sequenziamento del DNA. Il gene COI è spesso il target di metodiche di DNA 
barcoding, un metodo molecolare che utilizza una corta sequenza di DNA per 
l’identificazione di specie. Per questo motivo molti studi sono stati condotti sullo stesso 
frammento di gene, chiamato “frammento di Folmer”, di circa 706 pb. L’identificazione di 
specie utilizzando le sequenze del gene COI può tuttavia risultare insidiosa a causa della 
presenza di alcuni “frammenti” di DNA che determinano fenomeni di reazione crociata 
con il frammento target. In particolare, esistono degli pseudogeni mitocondriali nucleari le 
cui sequenze sono molto simili a quelle del gene COI e che, pertanto, sono spesso 
amplificati insieme ad esso compromettendo l’analisi filogenetica (Song et al. 2008). Oltre 
che per il DNA Barcoding, il COI viene considerato il gene d’elezione anche in altre 
tecniche molecolari, quali la PCR-RFLP e la multiplex PCR (Espineira et al. 2008; 
Rasmussen et al. 2010). 
Il gene cytb è stato usato in più della metà degli studi filogenetici degli ultimi dieci anni. Il 
suo grado di variabilità inter-specifica è molto più alto di quello intra-specifico e ciò l'ha 
reso adatto agli studi d'identificazione di specie (Barlett & Davidson, 1991). È interessante 
notare come questo gene possieda sia regioni con elevata variabilità, utili per gli scopi 
identificativi, sia sequenze molto conservate utili per la progettazione di primer universali 
(Kochzius et al. 2010).  
Il gene 16s rRNA, invece, è un gene molto conservato. Questo ne facilita l’uso per la 
progettazione di primer universali, spesso ideati da Palumbi et al. (2002), che consentono 
l’amplificazione dello stesso frammento di DNA da un ampio numero di specie, anche 
filogeneticamente distanti. Per questo motivo l’amplificazione del 16s rRNA è spesso 
utilizzata come controllo positivo nelle reazioni di amplificazione del DNA, soprattutto nel 
caso di campioni con elevato grado di degradazione degli acidi nucleici (Armani et al. 
2012c). 
Una volta scelto il DNA target, questo può essere analizzato con differenti metodiche, in 
particolare, quelle basate sulla PCR, sono attualmente le più usate, perché presentano 
vantaggi in quanto a rapidità, specificità e sensibilità (Lockley e Bardsley 2000).  
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5.3- La reazione a catena della polimerasi (PCR) 
(Scialpi e Mengoni 2008, Guidi et al. 2008) 
La reazione a catena della polimerasi, comunemente nota con l’acronimo PCR 
(dall’inglese Polymerase Chain Reaction) è una delle più comuni metodiche impiegate nei 
laboratori di biologia molecolare, genetica e microbiologia. Essa è stata sviluppata dal 
biochimico statunitense Kary Mullis negli anni ’80 e da allora ha rivoluzionato il mondo 
dell’analisi genomica. La maggior parte dei lavori che sfruttano l’analisi del DNA si 
basano sul’utilizzo della PCR per amplificare specifici frammenti di interesse (Asensio 
2007). La PCR consente di ottenere un numero molto elevato, nell’ordine di milioni, di 
identiche molecole del tratto di DNA che si è scelto di amplificare, di cui si conoscono le 
sequenze nucleotidiche iniziali e finali, anche a partire da quantità estremamente ridotte 
dell’acido nucleico iniziale; solitamente si usano pochi picogrammi, anche se teoricamente 
la reazione funzionerebbe anche solo con una singola molecola di DNA stampo.  
Esistono numerose varianti che rappresentano un miglioramento o un’ottimizzazione della 
procedura per scopi analitici diversi. La PCR e le sue varianti trovano largo impiego nel 
controllo degli alimenti nel comparto ittico in quanto utili nell’identificazione di specie 
destinate al consumo umano, permettendo di rilevare possibili frodi legate alla falsa 
dichiarazione in etichetta delle specie costituenti il prodotto alimentare (Guidi et al. 2008).  
La tecnica della PCR si basa sulla sintesi ciclica in vitro di un singolo frammento di DNA 
per mezzo di un enzima, la DNA polimerasi, che appartiene alla categoria delle transferasi 
e catalizza la reazione di aggiunta di nucleotidi al filamento di DNA, partendo da una 
sequenza di oligonucleotidi, i primer.  
I primer sono sequenze nucleotidiche (lunghezza media 20 basi) la cui funzione è quella di 
legarsi a ben precisi segmenti sulla singola elica di DNA a cui sono complementari e di 
delimitare in questo modo la zona scelta come target. Una volta inseriti all’estremità 3’ 
delle due catene della doppia elica i primer fungono da inneschi per l’aggiunta di 
nucleotidi, reazione catalizzata dalla polimerasi, producendo così l’allungamento del 
filamento in direzione 5’. Quello che rende specifica la reazione è l’utilizzo di primer 
specifici: questo ci consente di amplificare solo la parte di DNA target scelta, nonostante 
nel nostro campione sia presente una quota maggioritaria di DNA che costituisce il corredo 
genomico di ogni cellula. Anche le condizioni in cui avviene la reazione ne favoriscono la 
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specificità. Esse sono definite per ogni tipo di PCR in modo da favorire, in particolare, 
l’appaiamento tra oligonucleotidi e regioni bersaglio predefinite. 
La reazione prevede il succedersi di cicli di amplificazione nel quale si alternano tre fasi 
(Figura 9) caratterizzate da specifiche condizioni, quali la temperatura e la durata. Durante 
ogni ciclo il DNA target si raddoppia; questo significa che la quantità di filamenti che 
otteniamo dipende dal numero di molecole iniziali e che il processo avviene in maniera 
esponenziale fino ad una fase di plateau. 
Le tre fasi sono: 
I. Denaturazione della doppia elica del DNA stampo in due singole eliche, con 
temperature di circa 95°C; 
II. Appaiamento dei primer alle sequenze complementari di DNA a singola elica 
localizzati all’estremità del frammento bersaglio, a temperature comprese tra 50 e 
70°C; 
III. Estensione dei primer in direzione 5’-3’ mediante l’aggiunta di nucleotidi operata 
dalla DNA polimerasi e che porta infine alla sintesi di una nuova elica uguale al 
DNA stampo di partenza, a temperature comprese tra 68 e 72°C.  
Figura 9- Le fasi della PCR. In alto a sinistra la soluzione iniziale contenente DNA, nucleotidi, primer 
(frecce), polimerasi e gli altri elementi della reazione. Le fasi sono (1) la denaturazione del DNA tramite il 
calore, (2) l’appaiamento dei primer con i filamenti con i singoli filamenti, (3) la sintesi di una nuova 
molecola di DNA (linea scura) partendo dall’estremità 3’ fino al primer (punta di freccia). Queste fasi sono 
ripetute nel secondo e nel terzo ciclo (da Julin, 2014). 
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I cicli sono in media ripetuti 30-40 volte, sufficienti per ottenere una quantità rilevabile di 
DNA, anche se questa dipende in gran parte anche dalla concentrazione iniziale dell’acido 
nucleico. È da considerare, inoltre, che, pur essendo una reazione che segue un andamento 
esponenziale, l’effetto dei cicli non è sempre proporzionale al loro numero, in quanto si 
osserva, nelle fasi finali, un effetto plateau dovuto a diversi fattori, tra cui la degradazione 
dei reagenti. 
La temperatura è un parametro fondamentale da tenere in considerazione, soprattutto nella 
fase di appaiamento. Ci sono due criteri per quanto riguarda il modo di impostare la 
temperatura: quello di mantenerla costante durante tutti i cicli o quella di abbassarla man 
mano che la reazione procede, quest’ultimo modo rende la reazione più specifica, rendendo 
instabili eventuali appaiamenti non specifici tra primer e sequenze di DNA non 
perfettamente complementari man mano che prosegue la reazione. 
Anche il tempo è un parametro di fondamentale importanza. Nella fase di appaiamento, per 
esempio, non deve essere troppo lungo. Si usano, in linea di massima, intervalli non 
superiori a 30 secondi, per evitare appaiamenti con bassa complementarità. Nella fase di 
estensione, invece, il tempo viene calibrato in base alla lunghezza del frammento da 
amplificare.  
Per poter effettuare una reazione di PCR sono coinvolti numerosi altri elementi, oltre al 
DNA, necessari per ottenere una reazione ottimale ed efficiente: 
 Primer specifici che individuano la sequenza bersaglio da amplificare. Essi sono 
complementari all’estremità 3’ delle due catene della doppia elica. Hanno una 
doppia funzione, quella di fungere come inneschi ovvero come sequenza da 
allungare e quella di identificare uno specifico segmento di DNA da amplificare; 
 Desossiribonucleotidi (dNTP) necessari per la sintesi della nuova molecola in 
quanto sono gli elementi che vanno a ricostruire la sequenza complementare a 
quella target; 
 DNA polimerasi, un enzima termostabile che si lega ai primer e che catalizza la 
reazione di sintesi della nuova catena. L’enzima fu isolato per la prima volta nel 
1988 dal batterio Thermus acquaticus e per questo motivo chiamato Taq DNA 
polimerasi. Attualmente ne esistono di diversi tipi, sia nativi che ricombinanti. 
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 Tampone di reazione (buffer), una miscela contenente vari sali e contribuisce a dare 
stabilità alla reazione sia mantenendo il pH a livelli ottimali sia a creare la giusta 
osmolarità. Esso ha ulteriori ruoli, uno è quello di essere un cofattore essenziale per 
la DNA polimerasi per il caricamento dei nucleotidi; un altro importante ruolo è 
svolto principalmente dal dicloruro di magnesio (MgCl2), la cui concentrazione 
influenza l’appaiamento dei primer allo stampo e quindi la specificità 
dell’appaiamento in modo proporzionale alla concentrazione del sale; 
 Addittivi che talvolta può essere necessario aggiungerli alla reazione, in 
concentrazione variabile, per favorire la denaturazione del DNA. Essi abbassano la 
temperatura di melting (Tm), cioè la temperatura alla quale si ha la separazione tra i 
due singoli filamenti del DNA; i più importanti sono: dimetilsolfossido (DMSO), 
urea, formammide, glicerolo, sieroalbumina bovina (BSA). 
Attualmente, la reazione di PCR è condotta tramite strumenti automatici, chiamati 
termociclatori, che consentono di impostare parametri quali il numero di cicli, le 
temperature per ogni ciclo e la durata di ogni fase del ciclo. 
Tra le tecniche utilizzate per l’identificazione di specie ittiche, ognuno dei quali prevede 
una fase di amplificazione del DNA tramite PCR, troviamo la PCR multiplex, il FINS 
(Forensically Informative Nucleotide Sequencing), l’RFLP (Restriction Fragment Lenght 
Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified 




Figura 10- Esempi di metodologie basate sull’analisi del DNA comunemente utilizzate per l’identificazione 
di specie nel settore ittico (da Rasmussen e Morrissey 2008). 
 
Nei successivi paragrafi (6.4, 6.5, 6.6, 6.7, 6.8) si riporta una descrizione dettagliata dei 
metodi di maggiore interesse. 
 
5.4- Sequenziamento e FINS 
Il sequenziamento è il metodo più diretto per ottenere informazioni dai prodotti della PCR. 
Esso ci fornisce l’esatta sequenza dei nucleotidi componenti l’acido nucleico. La reazione 
di sequenziamento ad oggi maggiormente utilizzata nei laboratori è quella basata sul 
metodo di Sanger, nel quale è prevista un’ulteriore amplificazione del frammento 
d’interesse con quella che viene definita “PCR di sequenziamento”. Questa differisce da 
una PCR classica in quanto vengono utilizzati dei dideossinucleotidi marcati (ddNTP) con 
quattro fluorocromi differenti. L’incorporazione di tali ddNTPs interrompe l’azione della 
polimerasi, portando alla formazione di una molecola di DNA fluorescente. Infatti, la 
mancanza di un secondo gruppo idrossilico nel ddNTP in posizione 3’ non permette la 
formazione di un legame fosfodiestere fra questo e l’atomo di carbonio in posizione 5’ del 
nucleotide successivo. L’incorporazione casuale dei ddNTP fa sì che alla fine della 
reazione, invece di ottenere molecole della stessa lunghezza, si ottengono frammenti di 
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diversa lunghezza a seconda del ddNTP che è stato incorporato. La lettura attraverso un 
fascio laser dei prodotti di amplificazione produrrà dei picchi di differente lunghezza 
d’onda per ogni dideossinucleotide-fluorocromo (Figura 11). L’altezza di un picco 
dipende dall’intensità con cui un gruppo di molecole risponde all’eccitazione laser. La 
successiva lettura dei picchi permette di risalire all’esatta disposizione dei nucleotidi sulla 
sequenza (Sanger et al. 1977). 
Figura 11- Esempio di elettroferogramma. (Marchetti et al. 2012). 
 
Numerosi lavori sono stati svolti utilizzando il sequenziamento al fine di ottenere delle 
metodiche da utilizzare per il controllo degli alimenti nel comparto ittico (Dawnay et al. 
2007; Smith et al. 2008; Cutarelli et al. 2014). 
Il sequenziamento sta alla base della metodica FINS, anch’essa è stata applicata nel 
comparto ittico; in uno studio di Espineira et al. 2008, che utilizza il FINS sono state 
identificate correttamente le sette specie appartenenti al genere Lophius analizzando un 
frammento di 699 pb del gene COI (Figura 12). 
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Figura 12- Rappresentazione grafica dell'analisi filogenetica condotta nello studio (Espineira et al. 2008). 
 
La FINS è stata descritta per la prima volta da Bartlett e Davidson nel 1992 e consiste 
nell’amplificare tramite la PCR uno specifico frammento di DNA (target), determinarne la 
sequenza nucleotidica e confrontarla con le sequenze presenti nei database, utilizzando 
l’analisi filogenetica. Le sequenze con la più bassa distanza genetica, o il più basso numero 
di mutazioni nucleotidiche rispetto alla sequenza target, ci indicano l’appartenenza del 
campione iniziale a quella specie. La maggior parte delle identificazioni sono realizzate 
mediante il confronto tra le sequenze ottenute e quelle disponibili nei database liberi che 
rappresentano una preziosa fonte di sequenze di differenti tratti di DNA di moltissime 
forme viventi. Uno di questi database è la GenBank, realizzato dal National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) e accessibile all’indirizzo: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. GenBank presenta però dei limiti dovuti alla mancanza di 
uno step in cui siano effettuati dei controlli sulle sequenze depositate e che quindi 
garantisca la correttezza delle informazioni e l’assenza di errori che possano 
compromettere una sicura identificazione di specie. Per questo motivo sono nate diverse 
iniziative che mirano a creare delle banche dati di riferimento più attendibili in cui sulle 
sequenze depositate sia effettuato un controllo finalizzato a minimizzare la presenza di 
errori, alcune di queste sono Consortium for the Barcoding of Life, FishTrace Consortium, 
Fishgen. Quest’ultimo ha come obiettivo di creare un database per l’identificazione 
dell’origine del pesce, permettendo l’identificazione dei diversi stock ittici con la 
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combinazione di differenti tecniche molecolari. Fishtrace invece è un consorzio finanziato 
dalla Comunità Europea che si pone l’obiettivo di fornire informazioni a partire dalle 
sequenze del gene mitocondriale del citocromo b e del gene nucleare della rodopsina, di 
individuare i polimorfismi utili a identificare le differenti popolazioni di pesci delle acque 
europee e fornire materiale biologico di riferimento. Infine il consorzio del Barcoding of 
Life si pone l’obiettivo, ambizioso, di raccogliere le sequenze del gene della 
citocromossidasi subunità I (COI), di tutte le forme di vita animale a differenza dei 
precedenti che prendevano in considerazione solo i pesci (escludendo molluschi e 
crostacei) e solo specie di origine mediterranea. I dati raccolti dal Barcoding of Life 
vengono conservati all’interno del Barcode of Life Data System (BOLD) accessibile 
liberamente dal sito www.boldsystems.org. Il BOLD ha due funzioni di identificazione che 
agiscono all'interno di ogni progetto. La prima valuta la validità di identificazioni già 
esistenti, l'altra assegna un'identificazione ai campioni che non hanno una posizione 
tassonomica (Bernardi et al. 2011). 
 
5.5- RFLP 
Questa procedura prevede che il prodotto di amplificazione sia sottoposto all’azione di 
alcuni enzimi, chiamati enzimi di restrizione, capaci di riconoscere una specifica sequenza 
di nucleotidi e di catalizzare una reazione di taglio al suo interno. In questo modo è 
possibile tagliare il DNA in punti precisi, producendo frammenti di lunghezza diversa, 
detti polimorfici. Tale polimorfismo è dovuto alla variabilità specie-specifica nelle 
sequenze di DNA di determinate regioni. I frammenti prodotti sono successivamente 
separati in base alla loro lunghezza attraverso una corsa elettroforetica su gel di agarosio. 
La loro visualizzazione permette di valutare quale polimorfismo sia presente nel campione 
analizzato. Per questo motivo è una metodica che si presta bene agli studi per il 
riconoscimento di specie. Infatti, tagliando il DNA proveniente da specie diverse con gli 
stessi enzimi di restrizione e analizzando numero e dimensioni dei frammenti risultanti, si 
ottiene una mappa di restrizione che riporta la disposizione dei siti di taglio presenti sul 
DNA originale. Tale mappatura ha permesso la definizione di alcuni patterns molecolari 
specie specifici per le specie di interesse (Figura 13). 
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Figura 13- Rappresentazione schematica di una RFLP. Due campioni diversi di DNA (A) vengono sottoposti 
a digestione con enzimi di restrizione (B), ottenendo una miscela di frammenti di lunghezze diverse a 
seconda dei siti di taglio (C), a loro volta dipendenti dalla sequenza di DNA. L’elettroforesi dei campioni 
digeriti permette di evidenziarne le differenze (D) (da Guidi et al. 2008). 
 
Sono stati sviluppati diversi lavori utilizzando questa metodica, alcuni di questi hanno 
preso in considerazione il genere Lophius (Armani et al. 2012b, Espinerira et al. 2008) 
riuscendo ad ottenere una mappatura specifica per ogni specie appartenente al genere. Altri 
esempi dell’applicazione di questa tecnica ai fini di riconoscimento di specie ittiche sono i 
lavori di Ishizaki et al. (2006) condotto su nove specie di pesci palla identificate attraverso 
la digestione di un frammento di 615 nucleotidi relativo al gene 16s rRNA con tre differenti 
enzimi e quello di Lin and Hwang (2007) su 18 specie di tonno tramite la digestione di due 
differenti porzioni di 126pb e 146pb relative al citocromo b mitocondriale con 5 enzimi di 
restrizione. 
 
5.6- PCR multiplex 
Un’evoluzione della PCR è rappresentata dalla multiplex PCR, dove più coppie di primers 
vengono utilizzate per amplificare simultaneamente differenti sequenze nella stessa 
reazione. Tuttavia, questa metodica necessita una fine messa a punto per evitare 
inconvenienti che possano inficiare la bontà del metodo stesso. Un esempio è dato dal fatto 
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che tutte le coppie di primers devono funzionare nelle stesse condizioni di amplificazione 
con il rischio che possa verificarsi la formazione di dimeri di primer con conseguente 
diminuzione della sensibilità del test e/o l’amplificazione preferenziale di alcuni bersagli 
rispetto ad altri. I primer devono generalmente avere un valore di 10
7
 molare in eccesso 
rispetto al DNA. Se questo rapporto è troppo basso si ha una riduzione della resa della 
reazione di PCR. (Markoulatos et al. 2002). Anche la scelta della temperatura di annealing 
è di fondamentale importanza, in quanto ogni primer presenta una temperatura ottimale. 
Per favorire l’omogeneità della reazione di tende ad utilizzare primer con una temperatura 
di melting più vicina possibile. Molti lavori sono stati effettuati con questa tecnica nel 
campo del riconoscimento di specie ittiche; Trotta et al. (2005) hanno discriminato alcune 
specie di cernia appartenenti al genere Epinephelus e Mycteroperca dalle specie con cui 
sono comunemente sostituite quando presentate in forma di filetti; Catanese et al. (2010) 
hanno utilizzato la PCR multiplex per identificare alcune specie di sgombro appartenenti al 
genere Scomber in prodotti che hanno subito processi industriali inclusi quelli inscatolati e 
sterilizzati. 
 
5.7- PCR real-time (Scialpi e Mengoni 2008, Guidi et al. 2008) 
La PCR real time, denominata anche PCR quantitativa o PCR quantitativa in tempo reale 
(rtq-PCR), è una tecnica che prevede il monitoraggio continuo del processo di 
amplificazione; si basa sul rilevamento di un segnale luminoso emesso da una molecola 
denominata fluoroforo, opportunamente aggiunta alla miscela di reazione. Durante 
l’amplificazione il segnale luminoso cresce proporzionalmente al numero di sequenze e 
questo permette di misurare il progresso e di quantificare il prodotto ottenuto ad ogni ciclo. 
La quantificazione è effettuata attraverso l’individuazione del ciclo soglia (Ct), ovvero il 
momento in cui la reazione entra nella fase di amplificazione esponenziale, nella quale tutti 
i campioni, indipendentemente dalla quantità di DNA di partenza, sono amplificati con la 
stessa efficienza per cui, minore è la concentrazione iniziale del DNA del campione, 
maggiore sarà il numero di cicli necessari a raggiungere il ciclo soglia e viceversa. La 
possibilità di valutare la reazione durante il suo svolgimento è uno dei principali vantaggi 
della PCR real time rispetto a quella convenzionale, dove la valutazione del prodotto di 
amplificazione è effettuata al termine della reazione tramite elettroforesi in gel di agarosio 
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degli amplificati (per questo motivo si parla di end point detection). La possibilità di fare 
un'analisi quantitativa del DNA durante il processo è una prerogativa della real time. Le 
altre metodiche di PCR permettono di effettuare solo un’analisi qualitativa dei prodotti di 
reazione. Infatti, solo durante la fase esponenziale di accumulo del prodotto, il numero di 
molecole per ciclo dipende dal numero di molecole iniziale, successivamente l’efficienza 
della reazione diventa variabile e si raggiunge una fase di plateau, per cui non è possibile 
correlare la quantità di prodotto finale con la quantità di stampo iniziale. Un altro 
vantaggio è rappresentato dal miglioramento in termini di contaminazione dovuto alla 
manipolazione post PCR. I risultati nel caso della real time sono disponibili appena 
completati i cicli di amplificazione, senza bisogno di ulteriori passaggi come l’elettroforesi 
su gel o la purificazione dei prodotti.  
Da un punto di vista tecnico la real time segue il modello della PCR classica, ma esiste ad 
ogni ciclo di amplificazione una fase supplementare nella quale viene effettuata la lettura 
della fluorescenza.  
Le molecole fluorescenti utilizzate nella real time possono essere divise in due gruppi in 
base al modo in cui si legano al DNA. Possono essere aspecifiche, nel caso dei fluorofori 
intercalanti, o specifiche, nel caso delle sonde.  
Le sonde comunemente utilizzate sono di due tipi: idrolitiche e di ibridazione. Le prime 
utilizzano l’emissione del segnale fluorescente che dipende dall’attività esonucleasica della 
Taq DNA polimerasi. Infatti, alle due estremità della sonda sono legati un fluoroforo e un 
inibitore del fluoroforo (quencher); quando la sonda è appaiata alla sequenza bersaglio 
l’inibitore è sufficientemente vicino al fluoroforo per bloccare l’emissione del segnale. 
Durante la fase di allungamento di ciascun ciclo di amplificazione, la polimerasi idrolizza 
la sonda. A questo punto il fluoroforo viene liberato nella miscela di reazione e sfugge 
all’azione dell’inibitore per cui è possibile avere l’emissione del segnale. Esistono diverse 
varianti delle sonde di ibridazione e vengono chiamate sonde FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer), una di queste è quella che sfrutta il trasferimento di energia 
di risonanza fluorescente. Durante questo processo, l’eccitazione luminosa prodotta da un 
fluoroforo donatore provoca il trasferimento di energia ad un fluoroforo accettore. Le 
sonde FRET sono formate da una coppia di oligonucleotidi disegnati per ibridare uno 
accanto all’altro sulla sequenza bersaglio. Una sonda è legata alla fluoresceina 3’ e l’altra è 
legata ad un altro fluoroforo in 5’ in modo che quando le sonde si appaiano alla sequenza 
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target i due fluorofori si trovino vicini. Il segnale rilevato è proporzionale alla quantità di 
sonde ibridate e quindi alla quantità di prodotto amplificato. L’utilizzo di tali sonde 
permette anche di eseguire reazioni multiplex per la quantificazione contemporanea in real 
time di più ampliconi, impiegando più sonde legate a fluorofori diversi. Sono stati svolti 
diversi studi in ambito alimentare per l’identificazione di specie utilizzando le sonde FRET 
(Köppel et al. 2009; Rasmussen et al. 2010; Taylor et al. 2002). I molecular beacon, 
un'altra variante delle sonde d'ibridazione, sono invece disegnati in modo da avere le 
estremità autocomplementari per cui la molecola assume una conformazione a forcina. A 
queste estremità sono rispettivamente legati un fluoroforo ed un inibitore del fluoroforo. Il 
segnale viene emesso quando la sonda si appaia alla sequenza bersaglio. Infatti, la sonda si 
estende e il fluoroforo di conseguenza si allontana dall’inibitore e permette la radiazione 
luminosa. Le sonde Scorpion sono simili alle beacon ma con la particolarità che un primer 
specifico è legato all’estremità 3’ mediante un monomero non amplificabile. Durante la 
reazione di PCR, prima il primer innesca la sintesi di una nuova molecola e poi la sonda si 
appaia alla sequenza complementare che si trova all’interno della molecola. 
Fra i sistemi di rilevamento non specifici, il SYBR-green occupa un posto di primo piano 
offrendo un'alternativa economica alle ben più costose tecniche che implicano l’utilizzo di 
sonde (Trotta et al. 2005). È un intercalante fluorescente e s'inserisce all’interno della 
doppia elica in conseguenza dell’amplificazione di prodotti specifici, generando, in questo 
modo, un segnale luminoso rilevabile attraverso un lettore ottico, proporzionale al numero 
di molecole di DNA presenti nel campione. È possibile, però, che questo numero sia 
sovrastimato a causa dell’appaiamento random del fluoroforo a doppie eliche non 
specifiche a differenza di quello che succede nelle analisi che si basano sull’uso di sonde 
specifiche, dove il segnale fluorescente viene rilevato solo in conseguenza 
dell’appaiamento della sonda alla sequenza bersaglio e corrisponde specificatamente alla 
sua amplificazione. Il principale svantaggio dell’utilizzo del SYBR-green come fluoroforo 
consiste quindi nella mancanza di specificità del segnale fluorescente, che costringe a 
un’ulteriore verifica della corrispondenza dei prodotti di PCR, principalmente per mezzo di 
un’elettroforesi o tramite analisi delle curve di dissociazione del DNA o curve di melting 
(Ririe et al. 1997). È preferibile utilizzare l’analisi della curva di melting in quanto 
l’elettroforesi implicherebbe un allungamento dei tempi del processo che è già di per se 
piuttosto lungo se considerata l’analisi in toto, e quindi preferibilmente da evitare 
soprattutto all’interno di analisi di routine.  
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5.8- Analisi della curva di melting 
L’analisi delle curve di melting è un processo rapido eseguito automaticamente dai 
termociclatori real time moderni al termine della reazione di PCR e non comporta costi 
addizionali. Le curve di melting sono la risultante della variazione del segnale di 
fluorescenza al variare costante della temperatura nel tempo. La fluorescenza è 
direttamente proporzionale alla quantità di DNA a doppia elica presente nella miscela di 
reazione in quanto viene emessa solo in presenza della doppia elica. All’aumentare della 
temperatura si ha la rottura dei legami tra le singole eliche e il rilascio della molecola 
fluorescente con perdita del segnale luminoso. Il processo in questione è controllato dal 
termociclatore, programmato per aumentare gradualmente la temperatura al termine 
dell’ultimo ciclo di amplificazione, solitamente ad intervalli di 0,5 °C, fino ad arrivare ad 
un massimo prestabilito. I livelli di fluorescenza residua sono monitorati in maniera 
continua. La temperatura di melting (Tm) di un prodotto di reazione è la temperatura alla 
quale il segnale di fluorescenza diminuisce più rapidamente. La Tm è definita come la 
temperatura alla quale metà del DNA si trova nello stato a doppia elica, e l’altra metà in 
quello denaturato ed è identificata sul grafico come il picco massimo della curva di melting 
che rappresenta la derivata negativa della curva di dissociazione della doppia elica del 
DNA; l’area sotto la curva è proporzionale alla quantità dell’amplificato (Wilhelm e 
Pingoud 2003). Poiché la Tm degli acidi nucleici è influenzata dalla lunghezza della 
sequenza amplificata e dalla sua composizione è possibile distinguere diversi prodotti di 
PCR analizzando le caratteristiche delle loro curve di dissociazione. per questo motivo 
quest’analisi è spesso utilizzata ai fini di riconoscimento di specie attraverso l’uso di 
primer specifici che amplifichino sequenza con caratteristiche che permettano di 
distinguerle attraverso le differenze tra le temperature di melting. Alcuni studi nel campo 
dell’ispezione degli alimenti che utilizzano questa tecnica sono stati svolti da Hernandez et 






Scopo della tesi 
Data l’importanza e l’impatto delle frodi per sostituzione relative ai prodotti della pesca 
sull’economia, sull’ambiente e sul diritto e la sicurezza del consumatore e data l’elevata 
frequenza di tali frodi per quel che riguarda il genere Lophius, lo scopo di questa tesi è 
stato quello di sviluppare metodiche analitiche basate sulla tecnica della PCR multiplex, 
che apportassero vantaggi in termini di costi e di tempo rispetto alle metodiche preesistenti, 






Materiali e metodi 
1- Campionamento 
In questo studio sono stati analizzati 75 esemplari interi appartenenti al genere Lophius 
(fam. Lophiidae), di cui 8 appartenenti a L.piscatorius, 10 a L.budegassa, 14 a 
L.vomerinus, 6 a L.vaillanti, 10 a L.americanus, 10 a L.gastrophysus e 17 a L.litulon.  
Inoltre, sono stati reperiti alcuni esemplari del genere Lophiomus e Lophiodes, anch’essi 
appartenenti alla famiglia Lophiidae, di cui 1 della specie Lophiomus setigerus, 2 della 
specie Lophiodes caulinaris e 2 della specie Lophiodes reticulatus. 
Nello studio infine sono stati inseriti campioni di mercato appartenenti a 22 specie non 
Lophiidae (Tabella 5) da utilizzare come controllo negativo. 
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Nome comune Nome scientifico Famiglia 
Passera Atheresthes stomias Pleuronectidae 
Sogliola Solea solea Soleidae 
Spigola o branzino Dicentrarchus labrax Moronidae 
Orata Sparus aurata Sparidae 
Cefalo Liza aurata Mugilidae 
Halibut Reinhardtius hipoglossoides Pleuronectidae 
Persico africano Lates niloticus Latidae 
Tilapia Oreochromis niloticus Cichlidae 
Nasello o merluzzo Merluccius productus Merluccidae 
Scorfano Scorpaena scrofa Scorpaenidae 
Lutiano Lutjanus spp. Lutjanidae 
Pesce prete o Lucerna Uranoscopus scaber Uranoscopidae 
Pangasio Pangasianodon hypophthalmus Pangasiidae 
Pesce spada Xiphias gladius Xiphiidae 
Trota Oncorhynchus mykiss Salmonidae 
Gallinella Chelidonichthys lucerna Triglidae 
Rombo Scophthalmus maximus Scophthalmidae 
Verdesca Prionace glauca Carcharhinidae 
Smeriglio o mako Isurus oxyrhincus Lamnidae 
Palombo Mustelus manazo Triakidae 
Tabella 5- Nome comune, nome scientifico e famiglia delle specie analizzate diverse dal Lophius.  
 
2- Parte sperimentale  
2.1- Estrazione del DNA 
L’estrazione del DNA totale è stata effettuata a partire da 100 mg di tessuto muscolare 
secondo il protocollo proposto da Armani et al.(2011). In sintesi il protocollo prevede 
l’omogenizzazione meccanica del tessuto in una provetta sterile, l’aggiunta di 100 µl di 
una soluzione di fosfato di sodio (300 mM, pH 8) e di 100 µl di buffer di lisi (500 mM 
Tris-HCL, pH 8; 100 mM EDTA; 100 mM NaCl; 2% SDS). Successivamente vengono 
aggiunti 10 µl di proteinasi K 20 mg/ml (Euroclone, Wetherby, UK) e la provetta viene 
posta in incubazione a 60°C per un ora e quindi centrifugata per 1 minuto a 15000xg. In 
seguito viene misurato il surnatante e trasferito in una provetta pulita, vengono aggiunti 0.4 
volumi di acetato di sodio 4 molare. Dopo un’incubazione di 5 minuti a temperatura 
ambiente il campione viene centrifugato per 5 minuti a 15000xg. Alla fine della 
centrifugazione il surnatante viene trasferito in una nuova provetta per la fase della 
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precipitazione del DNA attraverso l’aggiunta di 0.6 volumi di alcool isopropilico e la 
successiva centrifugazione per 10 minuti a 15000xg. Il pellet così ottenuto è sottoposto a 
due step di lavaggio successivi con etanolo al 70% e al 100% seguiti ciascuno da una 
centrifugazione a 15000xg. Il pellet DNA infine è posto ad asciugare a 70 °C fino alla 
completa evaporazione dell’etanolo residuo, risolubilizzato in acqua DNase free ed infine 
conservato a -20 °C. 
 
2.2- Misurazione della concentrazione del DNA 
estratto 
La quantità di DNA estratto è stata determinata utilizzando lo spettrofotometro NanoDrop 
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA), misurando l'assorbanza a 260 
nm. Il grado di purezza del DNA è stato valutato dal rapporto di assorbanza a 260 /280 nm 
ed a 260/230 nm. 
 
2.3- Amplificazione del gene cytb dei campioni 
appartenenti ai Lophiidae con primer universali 
Per amplificare il DNA dei campioni dei Lophiidae non Lophius è stata utilizzata una 
coppia di primer universali: GluFish-F (AACCACCGTTGTTATTCAACTACAA) e THR-
Fish-R (ACCTCCGATCTTCGGATTACAAGACC) disegnata da Sevilla et al. (2007) che 
individua una regione di 1235 pb del cytb mitocondriale. La reazione di PCR è stata 
effettuata in 20 μl di finali contenenti 100 ng di DNA, 200 μM di ogni dNTP, 200 nM di 
ogni primers, 1 U di PerfectTaq DNA Polymerase (5Prime, Gaithersburg, USA) con il 
seguente programma: denaturazione iniziale a 94°C per 3 minuti seguiti da 40 cicli di tre 
step ciascuno (94°C per 30 s, 57°C per 30 s, 72°C per 55 s) e una fase di estensione finale 
a 72°C per 10 minuti. I prodotti di PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi in gel di 
agarosio GellyPhorLE all’1,2% (Euroclone, Wetherby, UK), addizionato con GelRed™ 
(Biotium, Hayward, CA, USA), un colorante per gli acidi nucleici con funzione analoga 
all’etidio bromuro, e il pattern elettroforetico è stato visualizzato con luce UV.  
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Il prodotto di PCR ottenuto dall’amplificazione dei campioni di Lophiidae è stato 
purificato e sequenziato da BMR Genomics. Le sequenze ottenute sono state analizzate 
usando Clustal W in MEGA version 5.10 (Tamura et al. 2011). Le sequenze sono state poi 
corrette manualmente dopo un analisi visiva e depositate su GenBank, i codici di accesso 
al database sono riportati in Tabella 6. 
Per l’amplificazione del cytb dei campioni di controllo negativo (Tabella 5) è stata invece 
applicata la coppia GluFish-F e CytBI-4R, anch’essa disegnata da Sevilla et al. (2007), per 
l’ottenimento di un frammento interno rispetto alla coppia precedente della lunghezza di 
865 pb.  
 
2.4- Disegno dei primer per discriminare le specie 
di Lophius 
I primer sono stati disegnati a partire da sequenze di riferimento accessibili da GenBank 
(Tabella 6) effettuando un'analisi su differenti regioni del gene cytb. Le sequenze sono 
state allineate utilizzando il programma Clustal W contenuto in MEGA versione 5.10 per 
mettere in luce le differenze nella composizione nucleotidica del DNA nelle varie specie. 
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L. litulon L. 
americanus 
Cytb EF427573-4 HE608197-202 HE608183-96 EF427575-6 HE608230-239 HE608213-229 HE608203-12 
 EF439542-3 HM049952  EF439544-5   NC_004380 
 EF456005-6   EU224012    
 EU224060-1   EU264012-3    
 EU264010-1   EU492063    
 FN688348   EU492101    
 HE608173-82   EU492340-1    
    FN688349-50    
    HE608165-72    
    JX624714    
        
COI EU660692-6 EU660687-91 EU683993-6 EU683988-92 EU660707-11 JF952786 EU660712-6 
 EU683980-7 EU683997-9 EU660676-86 EU660697-701  EU660702-6 AP004414 
 FJ623756  HM007765-7 FN688949.  JN813097 EU683975-9 
 FN688948  JF493814-9 FN688996   KC015568-73 
 FN688995   FN689174    
 FN689038   GU324185    
 FN689171-3   JQ623950    
 JQ774651-2   KC500873-92    
Tabella 6- Codici di accesso a GenBank per le sequenze analizzate. 
 
I primer prodotti e utilizzati nel protocollo finale (Tabella 7) sono i seguenti: un forward 
comune da utilizzare sia per la reazione PCR end point che real-time, disegnato in una 
porzione con un minimo numero di variabilità inter-specifica e dieci primer reverse, sette 
per la PCR end point e altri sette per la PCR real-time, di cui tre sono in comune. I primer 
reverse, sono stati progettati in modo da trovarsi in regioni con un elevato grado di 
variabilità inter-specifica. I primer prodotti ma non utilizzati nel protocollo finale sono 
mostrati in Tabella 8. 
I primer disegnati sono stati valutati qualitativamente utilizzando Oligo Analyzer 3.1 
(Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, USA), BeaconDesigner 5 (Premier Biosoft, 
Palo Alto, CA, USA) e Primer 3 (Rozen e Skaletsky 2000). Inoltre i programmi Primer 
Analyser (Kalendar et al. 2011) e BeaconDesigner 5 sono stati utilizzati per massimizzare 
l'efficienza teorica di amplificazione e livellare la temperatura di annealing per tutti i 
primer. 
Al fine di mettere in evidenza variazioni intra-specifiche che potessero ridurre l’efficienza 
d’appaiamento dei primer, ciascun reverse è stato comparato con la regione corrispondente 
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su tutte le sequenze depositate per ciascuna delle sette specie Lophius. La Figura 14 ci 





























GAS1 GTCCTCGTCCAATGTGT 288–304 45 68.5 ± 0.2  X 
GAS2 GGCTAAAGCTGTTAGTGTA 711–729 470  X  
LIT2 GGCCTCGTCCGATATG 289–304 45 70.8 ± 0.25 X X 
LIT4 CGACCACTAGGACTAAGAT 892–910 651  X  
AME1 GCCGTAGTATAAGCCTCG 298–315 56 72.65 ±0.15  X 
AME2 GGAATAAGGAAAAGTATAGTAGG 1065– 
1087 
828  X  
BUD1 AAGTACTACCCCAATGTTTC 338–357 98  X  
BUD2 GAGAAGTACTACCCCAATGT 341–360 101 74.75 ±0.15  X 
VAI1 GACCTCAGGGTAGTACGT 392–409 150 76.75 ± 0.1 X X 
VOM3 CCTCAGATTCACTGAACTAG 478–497 238 79.50 ±0.15 X X 
PIS3 CATCTGAGTTAATTCCTAAGG 623–643 384 80.80 ± 0.1 X X 
COILfor ATTCGGGCTGAACTAAGC 109–126 279 81.5–83.15 X X 
COILrev GTAGACRGTTCATCCAGTG 373–387   X X 
Tabella 7- Caratteristiche dei primer selezionati per il protocollo finale. 
 
Nome primer Sequenza primer Posizione sul cytb Lunghezza (pb) 
LIT1 GTAGAGGCCTCGTCCG 294–312 50 
LIT3 GAGGCCTCGTCCGAT 291–306 47 
LIT5 AGGCCTCGTCCGATAT 290–305 46 
AME3 ACTGTTATAGCCAAGATGATG 561–581 322 
VOM1 AGATTCACTGAACTAGTGTATT 472–493 234 
VOM2 CTCAGATTCACTGAACTAGTG 476–496 237 
VOM4 TCAGATTCACTGAACTAGTG 476–495 236 
VOM5 CTGAACTAGTGTATTACCGAC 466–486 227 
PIS1 AGTTAATTCCTAAGGGGTTG 618–637 378 
PIS2 TATCGGCATCTGAGTTAATTC 629–649 390 







































































































Figura 14- Regioni del cytb selezionate per il disegno dei primer. L’acronimo e la sequenza del primer sono 
riportate in grassetto. In caso di sovrapposizione delle sequenze relative a due primer, una delle due è stata 
sottolineata. Le differenze nell’allineamento delle sette specie Lophius è riportato con lettere maiuscole (in 
assenza di mutazione le lettere sono sostituite da –. Le variazioni intraspecifiche riscontrate con 
l’allineamento sono riportate con lettere evidenziate. Le variazioni intraspecifiche che determinano una 
diminuzione del potere discriminante di ciascun primer sul DNA delle specie non target sono riportate con 
lettere accentate. 
 
2.5- Disegno dei primer per il controllo positivo  
Allo scopo di ottenere un controllo positivo di reazione sono stati progettati due primer 
(Tabella 7) COILfor e COILrev, in grado di produrre un prodotto di PCR in tutte le specie 
del  genere Lophius ma non delle altre specie appartenenti alla famiglia Lophiidae raccolte 
per questo studio. Questi primer sono stati progettati sulle sequenze della Citocromo C 
Ossidasi sub-unità I e allineate con il programma MegAlign 5.01 a tutte le sequenze COI 
appartenenti alla famiglia Lophiidae e agli altri campioni utilizzati come controllo 
negativo, tali sequenze sono state scaricate da GenBank. Infine è stato usato Primer-Blast 
(Ye et al. 2012) tool informatico disponibile sul sito della US National Library of 
Medicine del National Institute of Health (PubMed) per valutare l’eventuale appaiamento 
del primer con il DNA dei campioni di controllo negativo. 
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2.6- Ottimizzazione protocollo PCR  
Sono state testate diverse combinazioni di reagenti per la messa a punto di entrambi i 
protocolli di PCR (end point e real-time).  
Per la PCR end point sono state testati diversi tipi di polimerasi: HOT FIREPol
® 
DNA 
Polymerase (Solis BioDyne, Tartu, Estonia), Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen), Omni 
KlenTaq™ DNA Polymerase (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA), PerfectTaq 
DNA Polymerase (5Prime, Gaithersburg, USA), SubTherm TAQ Polymerase (Fisher 
Molecular Biology, Trevose PA, USA) e Top Taq DNA polymerase (Qiagen). A ciascuna 
mix di reazione sono stati inoltre aggiunti i seguenti reagenti in concentrazioni crescenti: 
MgCl2 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4 mM, BSA (Bovine Serum Albumin) 0, 0.5, 1, 2 mg/ml, DMSO 
(Dimetilsulfossido) 0, 3, 6 % v/v.  
Per la PCR real-time sono stati presi in esame due kit di amplificazione QuantiTect SYBR 
Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e SYBR Select Master Mix (Applied 
Biosystems, Austin, TX, USA). Sono stati testati inoltre concentrazioni crescenti di MgCl2: 
2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 mM. 
 
2.7- Protocollo finale multiplex PCR end point  
Il protocollo ha previsto lo svolgimento della reazione in un volume di 10 µl contenente: 
25 ng di DNA, 250 µM di ciascun nucleotide (dNTP), 1 mg/ml di siero albumina bovina 
(BSA), 2.5 mM di MgCl2, 0,25 U della polimerasi SubTherm TAQ (Fisher Molecular 
Biology, Trevose PA, USA), 2160 nM del mix di diversi primer (BUD1, VAI1, VOM3, 
PIS3,GAS2, LIT2, AME2, COILfor, and COILrev). L’amplificazione è stata svolta sempre 
in duplicato utilizzando il termociclatore peqSTAR 96x (PEQLAB, Erlangen, Germany).  
Le condizioni di reazione, utilizzate, sono di seguito riportate:  
 denaturazione a 95 °C per 3 min;  
 40 cicli a 95 °C per 15 secondi;  
 58 °C per 20 secondi;  
 72 °C per 50 secondi;  
 estensione finale a 72 °C per 3 minuti.  
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Successivamente il prodotto amplificato è stato valutato con un elettroforesi su gel di 
agarosio GellyPhorLE, (Euroclone, Wetherby, UK) all’ 1.2%. Le bande di DNA sono state 
marcate con GelRed™Nucleid Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, CA, USA) ed 
esaminate utilizzando la luce a raggi ultravioletti (UV). 
 
2.8- Protocollo finale multiplex PCR real time 
Il DNA è stato amplificato utilizzando il temociclatore RotorGene 6000 (Corbett Research, 
Sydney, Australia). Ciascuna reazione è stata svolta in duplicato utilizzando provette da 
100 µl (Corning Axigen, Union City, CA, USA). Alla soluzione di lavoro contenente: 5 µl 
di una soluzione premiscelata (QuantiTect SYBR Green PCR Kit, Qiagen, Hilden, 
Germany), 0.25 U di polimerasi SubTherm TAQ, 25 ng di DNA e 1680 nM del mix di 
diversi primer (GAS1, LIT2, AME1, BUD2, VAI1, VOM3, PIS3), è stata aggiunta acqua 
DNase free fino a raggiungere un volume di 10 µl. 
Le condizioni di reazione, utilizzate, sono di seguito riportate:  
 denaturazione a 95 °C per 10 min;  
 35 cicli a 95 °C per 12 secondi;  
 54 °C per 12 secondi;  
 65 °C per 30 secondi;  
 estensione finale a 72 °C per 3 minuti.  
A fine reazione, è stata automaticamente effettuata dal termociclatore l’analisi della curva 
di melting, in un range di temperature compreso tra 65 e 90 °C con un incremento della 







Risultati e discussioni 
Lo scopo di questo studio è stato quello di sviluppare un metodo discriminante rapido ed 
economico per l’identificazione delle sette specie di Lophius. In passato, altri metodi 
capaci di tale discriminazione e basati sulla tecnica della PCR-RFLP sono stati proposti 
(Espineira et al. 2008; Armani et al. 2012c). Tali sistemi analitici, seppur affidabili, 
implicano l’utilizzo di enzimi di restrizione che possono aggravare il costo totale della 
prestazione. Per questo motivo, ci siamo preposti di mettere a punto due metodiche di 
PCR, sia con protocollo end point che con protocollo real-time. Nel primo caso, i vantaggi 
rispetto alle tecniche PCR-RFLP sarebbero dovuti ai costi maggiormente contenuti, mentre 
nel secondo ad una minor laboriosità ed una maggior rapidità di esecuzione. Quest'ultima è 
resa possibile dal fatto che l’analisi post amplificazione effettuata automaticamente dal 
termociclatore (analisi della curva di melting) consente di evitare di effettuare la corsa 
elettroforetica per la visualizzazione delle bande degli amplificati. La caratteristica della 
rapidità è probabilmente il requisito più importante nelle metodiche che possono venire 
utilizzate per analizzare prodotti particolarmente deperibili, come quelli derivanti da pesce 
fresco.   
Questo studio, al di là della necessaria fase sperimentale di ottimizzazione del metodo, è 
caratterizzato da due fasi teoriche salienti, entrambe fondamentali per raggiungere lo scopo 
primario, ovvero la scelta di target analitici idonei e la progettazione di primer in grado di 
funzionare in un protocollo multiplex, producendo bande nettamente distinte nel caso della 
PCR end point e picchi di melting non sovrapposti, nel caso della PCR real-time.  
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Sebbene siano state messe a punto svariate metodiche con protocollo multiplex a scopi 
diversi anche comprendenti un numero maggiore di specie rispetto a quelle da noi prese in 
considerazione (Jackson et al. 2004; Nishiwaki et al. 2008; Liu et al. 2013), la difficoltà 
riscontrata in questo studio è dovuta all’estrema vicinanza filogenetica di queste ultime, 
che implica divergenze contenute a livello di sequenza dei possibili target molecolari. 
La sfida implicita in questo lavoro è stata pertanto coniugare caratteristiche di specificità 
dei primer e condizioni di reazione tali da permettere l’ottenimento di un output analitico 
chiaro ed affidabile. 
 
1- Discussione dei risultati ottenuti 
1.1- Scelta del DNA target 
In questo studio, è stato scelto come target il DNA mitocondriale in quanto presenta 
numerosi vantaggi rispetto a quello nucleare, il più importante dei quali è l’elevato tasso di 
mutazione e, quindi, di polimorfismi intraspecie che lo rendono adatto allo scopo di 
individuare variazioni interspecifiche per la discriminazione della specie (Asensio 2007; 
Civera 2003). I geni mitocondriali  maggiormente utilizzati a questo scopo sono il cytb, il 
COI ed il 16s rRNA. Quest’ultimo è un gene molto conservato per cui non è considerato il 
gene d’elezione per l’identificazione di specie. Al contrario, risultano più efficienti il COI 
e il cytb, dato il maggiore grado di variabilità (Teletchea 2009). Dal momento che, nel 
nostro specifico caso, la vicinanza filogenetica fra tutte le specie considerate è 
particolarmente elevata ed elevato, quindi, è il livello di identità fra le sequenze di DNA di 
ogni specie, in questo studio è stato selezionato il gene cytb. La preferenza rispetto al gene 
COI è dovuta all’elevato numero di sequenze complete presenti sui database o di 
lunghezza sensibilmente maggiore, rispetto a quelle depositate per altri geni mitocondriali; 
un secondo fattore che ha guidato la scelta è l’esistenza di primer universali già testati sulle 
specie Lophius (Armani et al. 2012b) in grado di amplificare il gene cytb per intero.  
Tuttavia, il gene COI è stato utilizzato come controllo aggiuntivo genere-specifico, in 
modo da ottenere una doppia banda sul gel di corsa, nel caso della PCR end point, o un 
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picco specifico, nel caso della PCR real-time, solo qualora ci si trovasse in presenza di una 
specie appartenente al genere Lophius, aumentando, in tal modo, la specificità dell’analisi. 
È stato selezionato un gene diverso dal quello impiegato per l’amplificazione delle 
sequenze specie-specifiche, al fine di non creare interferenze tra i primer e minimizzare la 
possibilità di sovrapposizioni tra uno o più regioni target all’interno del gene cytb. Tali 
interferenze potrebbero ridurre l’efficienza dell’amplificazione per effetto della 
competizione che si instaura tra i primer, determinando un’alterazione dell’equilibrio della 
reazione specie-specifica, con la comparsa di false positività o l’assenza della banda di 
controllo. Un ulteriore vantaggio della scelta del gene COI è rappresentato dal gran numero 
di sequenze depositate nelle banche dati, essendo quest’ultimo il target di un progetto, 
Barcode of Life (Ward et al. 2009), che si pone come obbiettivo l’identificazione 
molecolare di tutte le specie viventi e, nello specifico, di tutte le specie ittiche 
comunemente presenti sul mercato.  
 
1.2- Progettazione dei primer 
Il punto fondamentale della messa a punto di una PCR multiplex, in grado di discriminare 
specie altamente correlate dal punto di vista filogenetico, è rappresentato dal disegno di 
primer effettivamente discriminanti. L’ostacolo maggiore è rappresentato 
dall’individuazione di regioni sufficientemente variabili da consentire una discriminazione 
specie-specifica, per il fatto che le suddette regioni sono in numero limitato in specie 
altamente correlate. In aggiunta, è da considerare che maggiore è il numero di specie preso 
in considerazione, minore è il numero di regioni utilizzabili per il disegno dei primer, tali 
da garantire un buon livello di efficienza dell’amplificazione. 
In questo lavoro sono stati messi a punto numerosi primer (Tabella 7 e 8). CYTBfor è 
stato progettato in una regione con elevato livello di identità fra le sette specie del genere 
Lophius, in posizione 260-281 del gene cytb, e rappresenta il primer senso comune a tutte 
le specie. Questa scelta ha permesso di ridurre il numero di primer nella mix di reazione e 
diminuire la possibilità di formazione di dimeri. La formazione di dimeri, infatti, riduce la 
disponibilità dei primer per la reazione e può impedire una corretta lettura elettroforetica 
dei risultati a causa della formazione di bande aspecifiche. Per disegnare il CYTBfor 
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abbiamo analizzato l’intera sequenza del gene cytb, comprendendo sia le sequenze 
depositate nei database e liberamente accessibili sia quelle prodotte in questo lavoro. 
Per il disegno dei primer antisenso sono state individuate sette regioni distinte selezionate a 
seguito dell’allineamento del DNA di tutte le specie, così da ottenere singoli primer con 
affinità notevolmente più elevate alla sequenza della specie bersaglio, rispetto alle altre 
(Figura 12).  
Per il protocollo finale sono stati scelti quelli che sia su PCR end point che su PCR real-
time, hanno restituito una migliore efficienza di amplificazione e una maggiore specificità 
(Tabella 7). Per semplicità i nomi utilizzati corrispondono all’acronimo delle specie che 
amplificano. Alcuni primer sono in comune tra la PCR end point e la PCR real-time; essi 
sono: VAI1, VOM3, PIS3 e si legano rispettivamente alle sequenze di L. vaillanti, L. 
vomerinus e L. piscatorius. Per la PCR end point sono stati progettati i primer BUD1, 
AME2, GAS2, LIT4; per la PCR real-time, invece, BUD2, AME1, GAS1, LIT2, messi a 
punto rispettivamente per le specie L.budegassa, L. americanus, L. gastrophysus e L. 
litulon. 
In Tabella 7 sono riportati i primer utilizzati nel protocollo finale, in Tabella 8 invece 
quelli esclusi dal lavoro perché meno efficienti rispetto a quelli selezionati. 
VOM3 e PIS3 sono stati scelti per la migliore specificità di reazione rispetto a VOM1, 
VOM2, VOM4, VOM5, PIS1, PIS2. Per quanto riguarda i primer L. budegassa specifici: 
BUD1 è stato utilizzato in end point data la migliore specificità di reazione rispetto a 
BUD2, mentre per la PCR real-time BUD2 è stato scelto per la migliore posizione del 
picco nella curva di melting. Per la specie L. americanus e L. gastrophysus AME2 e GAS2 
sono stati rispettivamente selezionati come primer definitivi per la PCR end point data la 
miglior specificità e il miglior pattern elettroforetico rispetto agli altri. Al contrario GAS1 e 
AME1 sono stati applicati nella reazione real-time in virtù del miglior picco di melting 
prodotto. LIT4 e LIT2, pur mostrando una specificità comparabile, sono stati utilizzati il 
primo in PCR end point per la miglior risoluzione elettroforetica e il secondo nella 
reazione real-time per la posizione migliore del picco della curva di melting.  
Per il disegno del primer di controllo di genere sul gene COI la scelta è stata effettuata 
dopo la comparazione della sequenza completa del gene di tutte le specie di Lophius, 
liberamente accessibili in database. Sono state disegnate alcune coppie di primers su 
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regioni del gene COI con il più basso numero possibile di polimorfismi all’interno del 
genere. Le coppie generate sono state selezionate in base alla lunghezza dell’amplicone, in 
modo che non fosse troppo vicina a quella di uno dei sette ampliconi selezionati per 
l’identificazione di specie attraverso l’amplificazione del gene cytb. Questo per evitare la 
sovrapposizione della banda relativa al controllo positivo con quella specie-specifica sul 
gel di corsa. L’elevato numero di specie già presenti nei database identificate a livello 
molecolare attraverso il Barcode COI ha permesso di valutare i primer genere-specifici a 
priori. Infatti, le coppie dei primer prodotte sono state ulteriormente selezionate attraverso 
l’analisi Primer-Blast (Ye et al. 2012), che individuando i mismatch sulla sequenza target, 
ha reso possibile l’esclusione di quelle con più elevata probabilità di amplificare le specie 
riscontrabili sul mercato. La coppia finale COILfor, COILrev (Tabella 7) è stata scelta 
dopo prove di amplificazione includendo i primer nella miscela di reazione della multiplex 
PCR contenente i primers specie-specifici.  
 Infine, per il controllo di amplificazione delle specie non appartenenti al genere Lophius è 
stata utilizzata la coppia di primer GluFish-F e CytbI-4R per l’amplificazione di un 
frammento del gene cytb di 865 pb. Una sequenza di tale lunghezza, maggiore della 
lunghezza massima ottenibile con i primer utilizzati per i Lophius  in questo lavoro è stata 
scelta in modo tale da dimostrare che l’eventuale mancanza di amplificazione dei controlli 
negativi non fosse dovuta alla degradazione del DNA totale utilizzato, ma alla non 
corrispondenza di specie.  
 
1.3- PCR end point 
Prima di una loro inclusione nel protocollo multiplex, le singole coppie di primer sono 
state testate in PCR singleplex, allo scopo di verificare la lunghezza attesa dei prodotti di 
PCR e l‘eventuale comparsa di bande aspecifiche. Successivamente, la PCR multiplex è 
stata messa a punto testando vari protocolli che prevedevano sia combinazioni diverse tra i 
vari primer sia modifiche della mix di reazione. In particolare, sono state utilizzate 
crescenti concentrazioni di MgCl2, BSA e DMSO. MgCl2 si è dimostrato indispensabile 
per la buona riuscita della PCR, anche se a concentrazioni troppo elevate ha aumentato 
l’amplificazione di prodotti aspecifici. La concentrazione ottimale da noi scelta è di 2.5 
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mM; il DMSO non ha apportato nessun miglioramento e quindi non è stato incluso nel 
protocollo definitivo; la BSA, invece, ha contribuito ad incrementare sia la specificità che 
la nitidezza delle bande sul gel ed è stata utilizzata ad una concentrazione pari a 1 mg/ml. 
La scelta della polimerasi ha previsto una prova di sei enzimi differenti. Nonostante 
Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen) abbia fornito la migliore performance in quanto a 
nitidezza delle bande e presenza di prodotti aspecifici, per il protocollo finale è stata 
utilizzata SubTherm TAQ Polymerase (Fisher Molecular Biology), in quanto più 
economica e in grado di produrre una buona intensità della banda e una limitata 
formazione di prodotti aspecifici. Tale scelta è in linea con l’obbiettivo di proporre una 
metodica applicabile nelle analisi di routine, che, per definizione, richiedono 
l’ottimizzazione del rapporto costo/beneficio. È stata inoltre valutata l’influenza della 
quantità iniziale di DNA sulla reazione, variando tali quantità nella mix di reazione. 
Leggeri miglioramenti, per quanto riguarda presenza e intensità delle bande aspecifiche, 
sono stati osservati utilizzando concentrazioni di 12.5 e 25 ng per tubo.  
Figura 15- Elettroforesi su gel di agarosio al 2% delle sette specie di Lophius dopo la PCR multiplex end 
point, usando la SubTherm TAQ Polymerase. a: L. budegassa; b: L. vaillanti; c: L. vomerinus; d: L. 
piscatorius; e: L. gastrophysus; f: L. litulon; g: L. americanus; h: acqua. La banda del controllo di reazione di 
279 pb, ottenuta con la coppia di primer COILfor e COILrev, è chiaramente visibile in tutte le specie. Sulla 
destra è presente la scala di misura della lunghezza del dna nelle bande (pb): : 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 
400, 300, 250, 200, 150, 100, 50. 
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Il protocollo definitivo riportato al paragrafo 6.8 prevede l’uso di un primer senso e sette 
primer antisenso specifici per le sette specie di Lophius, oltre a due primer sul gene COI 
per il controllo di reazione. Il pattern ottenuto dopo l’amplificazione con la PCR multiplex 
end point è mostrato in Figura 15, nella quale si può constatare una chiara corrispondenza 
tra le lunghezze attese per ogni specie e quelle ottenute, a dimostrazione che queste ultime 
sono il risultato dell’amplificazione delle nostre sequenze target e non di appaiamenti 
aspecifici.  
In figura oltre alle bande specie-specifiche è chiaramente visibile in tutte le specie una 
banda di 272 pb: essa rappresenta il controllo positivo, la sua presenza ci indica che la 
specie considerata appartiene al genere Lophius. Per ogni specie quindi sono visibili due 
bande, una che ci identifica la specie e che quindi presenta lunghezza differente e l’altra 
della stessa lunghezza presente in tutte le specie che identifica il genere. 
Figura 16- Elettroforesi su gel di agarosio al 2% dei controlli negativi dopo la PCR multiplex end point, 
usando la SubTherm TAQ Polymerase. In A troviamo i campioni non-Lophiidae, in B i Lophidi diversi da 
Lophius. a:Atheresthes stomias; b:Dicentrarchus labrax; c:Solea solea; d:Sparus aurata; e:Merluccius 
productus; f:Reinhardtius hippoglossoides; g:Liza aurata; h:Oreochromis niloticus; i:Lates niloticus; 
j:Scorpaena scrofa; k:Lutjanus spp.; l:Uranoscopus scaber; m:Pangasianodon hypophthalmus; n:Xiphias 
gladius; o:Mustelus manazo; p:Chelidonichthys lucerna; q:Scophthalmus maximus; r:Prionace glauca; 
s:Oncorhynchus mykiss; t:Isurus oxyrhincus; u:L. gastrophysus (controllo positivo). v:Lophiodes reticulatus; 
w:Lophiomus setigerus; x:Lophiodes caulinaris; y:L. litulon (controllo positivo). Sulla destra è presente la 
scala di misura della lunghezza del dna nelle bande (pb): : 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 
150, 100, 50. 
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La PCR multiplex end point messa a punto è stata applicata anche a campioni appartenenti 
ad esemplari della famiglia Lophiidae ma di generi diversi dal Lophius  (Figura 16) e ad 
altre 20 specie diverse, di comune reperimento sul mercato (Tabella 5), utilizzate in questo 
studio allo scopo di avere un controllo negativo comprovato dall’assenza di bande specie-
specifiche.  
Bande molto flebili evidenziabili talvolta nei campioni commerciali e negli identificati 
non-Lophius sono da considerarsi false positività in quanto non si presentano mai in 
doppia banda (genere-specifica e specie-specifica). La validità del risultato della prova con 
i controlli negativi è stata confermata inoltre dalla simultanea amplificazione degli stessi 
campioni con la coppia GluFish-4R che hanno dato tutti esito positivo, a dimostrazione 
dell’integrità del DNA e della specificità della PCR multiplex.  
 
1.4- PCR real-time e analisi della curva di melting 
Le coppie dei primer sono state testate in PCR singleplex, per verificare l’assenza di 
sovrapposizioni delle curve di melting o presenza di picchi doppi generati da prodotti di 
amplificazione aspecifici. I primer definitivi hanno prodotto curve di melting con picchi 
separati specie-specifici, in un range di temperature da 68.5 a 80.8 °C.  
Per la messa a punto del protocollo in multiplex sono state testate differenti polimerasi 
(paragrafo 6.7). Le migliori prestazioni in termini di specificità e di formazione di singoli 
picchi caratterizzanti la specie è stata ottenuta con l’utilizzo di QuantiTect SYBR Green 
PCR Kit (Qiagen) senza l’aggiunta di nessun reagente supplementare. Il Kit, però, ha 
rivelato alcune limitazioni relativamente all’amplificazione delle sequenze più lunghe, 
come quella di L. piscatorius e L. vomerinus, dai quali si ottenevano dei picchi aspecifici. 
Anche se è possibile ottenere amplificati della lunghezza di 300 pb, la lunghezza ottimale 
di un amplicone è inferiore a 150 pb, alcuni autori suggeriscono perfino di ridurla fino ad 
80 pb per l’ottenimento di migliori risultati. Gli ampliconi più brevi, difatti, amplificano in 
modo più efficiente rispetto a quelli più lunghi e sono più tolleranti a condizioni di 
reazione non perfettamente ottimali (Rodriguez et al. 2013). Per ovviare al problema della 
lunghezza sono state effettuate alcune prove aggiungendo alla mix di reazione la 
polimerasi utilizzata nel protocollo end-point, la SubTherm TAQ Polymerase (0.25 U). I 
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risultati delle PCR effettuate in tali condizioni hanno mostrato la presenza di picchi 
corrispondenti alle temperature di melting più elevate, ovvero quelle relative alle sequenze 
più lunghe. Questo dimostra come si possa sfruttare l’azione sinergica di due tipologie di 
polimerasi distinte per consentire l’amplificazione di sequenze con caratteristiche molto 
diverse, in determinate condizioni di reazione.  
Al fine di equilibrare la reazione e l’efficienza di amplificazione sulle singole specie sono 
state valutate differenti concentrazioni di primer. Inoltre sono state testate concentrazioni 
crescenti di MgCl2. Le migliori performance sono state ottenute con una concentrazione 
2.5 mM. In ultimo sono stati comparati i risultati ottenuti variando la concentrazione di 
DNA iniziale (100, 50, 25, 12.5 e 6.25 ng per 10 ul totali di miscela di reazione). I risultati 
migliori in termini di curva di melting (conseguente anche al punto di take off) sono stati 
ottenuti con 25 ng.  
Il protocollo per la PCR real-time da noi messo a punto ha permesso di ottenere curve di 
melting caratteristiche per ciascun amplificato preso in considerazione (Figura 17). Una 
certa distanza fra i picchi è indispensabile per garantire la non sovrapposizione degli stessi 
anche in caso di minime variazioni intraspecifiche casuali nella sequenza nucleotidica 
dell’amplificato (polimorfismi intraspecie ignoti), che potrebbero comportare un certo 
spostamento delle temperature di melting. È da considerare che più lunga è la sequenza da 
amplificare, maggiore sarà la probabilità di trovare una o più mutazioni nella sequenza 
stessa. D’altra parte, più lunga è la sequenza, minore sarà il cambiamento che la mutazione 
indurrà nella curva analizzata (Gundry et al. 2003). Nel nostro lavoro le temperature di 
melting delle sequenze amplificate sono diverse per ogni specie, tanto da riuscire ad 
ottenere, applicando il protocollo finale, sette picchi distinti e separati, permettendo di 
discriminare in modo chiaro tutte le specie di Lophius (Figura 17). Per il raggiungimento 
di tale risultato sono stati disegnati più primer per ogni specie. Come per esempio per L. 
litulon  sono stati progettati LIT1, LIT2. LIT3, LIT4 e LIT5 e dopo varie prove di 
ottimizzazione, è stato scelto LIT2 per il protocollo finale, in quanto ha prodotto un 
amplificato con un picco equamente distanziato tra quello della specie che lo precede (L. 
gatrophysus) e da quello che lo segue (L. americanus), pur mantenendo una buona 
efficienza di amplificazione. La stesse considerazioni sono state fatte per la scelta di BUD2 
e degli altri primer.  
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Figura 17- Analisi della curva di melting dopo l’amplificazione in PCR real-time delle sette specie di 
Lophius. a: L. gastrophysus; b: L. litulon; c: L. americanus; d: L. budegassa; e: L. vaillanti; f: L. vomerinus; 
g: L. piscatorius. 
 
Anche in real-time è stata prevista la reazione con i primer di controllo (COILfor e 
COILrev) che ha prodotto dei picchi, differenti per ogni specie, in un range di temperature 
da 81.5 e 83.1 °C (Figura 18). 
Figura 18- Analisi della curva di melting dopo la multiplex PCR real-time. Sulla sinistra sono visualizzati gli 
amplificati di qualche specie utilizzata come controllo negativo h: Solea solea; i: Liza aurata; j: Lophius 
caulinaris; k: acqua. Sulla destra sono visualizzate le sette specie di Lophius  amplificati con i primer 
universali (COILfor e COILrev). 
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La PCR multiplex real-time è stata applicata quindi ai campioni di DNA totale ottenuti  
dalle specie utilizzate come controllo negativo, i risultati sono visibili in Figura 18. Non 
sono presenti dei picchi netti. Le curve visibili a basse temperature sono probabilmente 
dovute alla dimerizzazione dei primer e/o all’instaurarsi di reazioni aspecifiche messe in 
evidenza dal colorante SYBRgreen, che si intercala in modo aspecifico in presenza di 
qualsiasi frammento di (double strand) dsDNA. Alcune specie testate (Solea solea, Liza 
aurata, e Lophiidae) mostrano piccoli picchi ad una temperatura simile a quella di L. 
litulon, ma senza mai raggiungere la nitidezza di un picco vero. A conferma di quanto 
detto anche l’amplificazione con i primer di controllo COILrev e COILfor ha fornito 







Entrambe le metodiche di PCR multiplex sviluppate in questo studio, una secondo un 
protocollo end-point e l’altra secondo un protocollo real-time con analisi post-
amplificazione della curva di dissociazione del DNA, si sono rivelate idonee per 
l’identificazione delle sette specie appartenenti al genere Lophius. 
Tali metodiche apportano migliorie, rispetto a quelle già esistenti, in termini di costi e 
semplicità di esecuzione. Inoltre, l’utilizzo del protocollo real-time consente di ridurre 
ulteriormente i tempi di analisi, possibilità particolarmente importante nel caso in cui si 
debbano identificare prodotti facilmente deperibili venduti freschi. 
Pertanto, in relazione alla attrezzature e al budget disponibile dal laboratorio, sarebbe 
possibile adottare sia l’una che l’altra metodica come strumento analitico di routine da 
utilizzare per la verifica dell’autenticità delle informazioni riportate in etichetta e garantire, 
in tal modo, il rispetto delle leggi in materia di tracciabilità e rintracciabilità dei prodotti 
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